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Kapitel 1
Einleitung
Eukaryotische Organismen zeichnen sich durch die Abgrenzung verschiedener Kom-
partimente (Organellen) innerhalb ihrer Zellen aus. Diese Organellen verfu¨gen, je
nach Funktion und enthaltenen Stoffwechselprozessen, u¨ber eine spezielle Ausstat-
tung an Proteinen. Ein Großteil dieser Proteine wird im Zytosol produziert und ge-
langt u¨ber spezifische Sortierungssignale zu den jeweiligen Bestimmungsorten. Mito-
chondrien verfu¨gen daru¨berhinaus auch u¨ber ein eigenes Genom und eine Transkrip-
tions-/Translationsmaschinerie, mit deren Hilfe sie selbststa¨ndig Proteine produzie-
ren ko¨nnen.
1.1 Mitochondrial kodierte Proteine in Hefe
Phylogenetisch gehen Mitochondrien auf α-Proteobakterien zuru¨ck [46]. Sie besitzen,
a¨hnlich wie ihre prokaryotischen Vorfahren, ein eigenes ringfo¨rmiges Genom. Das Ge-
nom der Mitochondrien wurde jedoch im Laufe der Evolution in seiner Gro¨ße stark
reduziert (15 - 82 kb) und kodiert meist nur noch fu¨r die mitochondrialen tRNAs, die
ribosomalen RNAs (rRNAs) und einige Proteine [20]. Die genaue Zahl der kodierten
Proteine ha¨ngt vom jeweiligen Organismus ab. Wa¨hrend das humane mitochondriale
Genom die Information fu¨r dreizehn Proteine entha¨lt, sind es in Hefe nur acht [16].
Sieben dieser Proteine sind stark hydrophobe Membranproteine. Hierbei handelt es
sich um die Untereinheiten Cox1, 2 und 3 der Cytochrom c-Oxidase, Cytochrom
b der Cytochrom c-Reduktase und die Proteine Atp6, 8 und 9 der mitochondri-
alen F1Fo-ATPase ([16]; vgl. Abb. 1.1). Alle diese Proteine sind Kernkomponenten
mitochondrialer Atmungskettenkomplexe bzw. der F1Fo-ATPase und mu¨ssen in die
Innenmembran inseriert werden. Ihre Funktionalita¨t und korrekte Assemblierung
ist von essentieller Bedeutung fu¨r die Zellatmung und die Energiegewinnung durch
oxidative Phosphorylierung.
Neben diesen sieben hydrophoben Membranproteinen ist als einziges Matrixprotein
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Abbildung 1.1: Mitochondrial kodierte Proteine in Hefe. Sieben der mitochondrial
kodierten Proteine sind stark hydrophobe Membranproteine. Var1 ist als lo¨sliches
Protein Bestandteil der kleinen ribosomalen Untereinheit. IMR, Intermembranraum,
Imp1, Inner membrane peptidase.
Var1 im mitochondrialen Hefegenom kodiert [16]. Hierbei handelt es sich um ein
ribosomales Protein der kleinen Untereinheit, das in die Assemblierung der mito-
chondrialen Ribosomen involviert ist [138] [139].
Die Synthese der mitochondrial kodierten Proteine ist ein pra¨zise regulierter Prozeß.
Die Regulation erfolgt auf Ebene der Translation mit Hilfe sogenannter Transla-
tionsaktivatoren [33]. Hierbei handelt es sich um membransta¨ndige Proteine, die
u¨ber Interaktion mit der 5’-untranslatierten Region der mRNA die Produktion der
kodierten Proteine beeinflussen [92] [84] [117]. Gleichzeitig fo¨rdern diese Aktivatoren
auch die Bindung der jeweiligen mRNAs an das Ribosom und gewa¨hrleisten so ihre
effiziente Translation [48] [47] [68]. Die Interaktion der verschiedenen Aktivatoren
ist spezifisch und abha¨ngig von der jeweils translatierten mRNA [33].
U¨ber diese direkten Mechnismen hinaus sind die Translationsaktivatoren in ein kom-
plexes regulatorisches Netzwerk eingebunden, das die Synthese der verschiedenen
mitochondrial kodierten Proteine koordiniert. Wie eine solche koordinierte Protein-
produktion ablaufen ko¨nnte, wurde vor kurzem fu¨r die Untereinheiten 1, 2 und 3
der Cytochrom c-Oxidase vorgeschlagen [95] [105]. Die Translationsaktivatoren die-
ser Proteine binden nicht nur spezifisch an die jeweiligen mRNAs, sondern sie inter-
agieren auch untereinander. Diese Interaktion gewa¨hrleistet eine koordinierte und
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lokal begrenzte Synthese der drei COX-Untereinheiten. Dadurch wird eine effiziente
Assemblierung der Cytochrom c-Oxidase ermo¨glicht.
1.2 Proteintranslation in Hefemitochondrien
Die Translation mitochondrial kodierter Proteine erfolgt in Hefe an der Innenmem-
bran. Bereits in den sechziger Jahren deuteten elektronenmikroskopische Untersu-
chungen auf eine Membranassoziation der mitochondrialen Ribosomen hin [149].
Dies konnte in den letzten Jahren durch biochemische Ansa¨tze besta¨tigt werden.
Die mitochondrial kodierten Proteine werden in koordinierter Weise an der inneren
Membran synthetisiert [33], wodurch ihre kotranslationale Insertion ermo¨glicht wird
([137] [61]; s. auch Kapitel 1.4). Arbeiten mit einer chima¨ren mRNA deuten darauf
hin, daß selbst Var1 als einziges lo¨sliches Protein an der Innenmembran gebildet
wird [32].
Obwohl die Existenz des mitochondrialen Translationsapparates seit vielen Jahren
bekannt ist, wurde dieser bisher nicht genauer charakterisiert. Ursache dafu¨r ist das
Fehlen eines funktionellen in vitro Translationssystems fu¨r mitochondriale Riboso-
men, das trotz jahrelanger Forschung noch nicht etabliert werden konnte. Hinweise
auf die Funktionsweise der mitochondrialen Translation ergaben sich ausschließlich
durch die Charakterisierung einzelner Komponenten sowie Analysen in vivo und in
isolierten Organellen (in organello).
In Hefe wurden in den letzten Jahrzehnten die meisten der an der mitochondrialen
Translation beteiligten Proteine identifiziert. Zu diesen geho¨ren der Initiationsfak-
tor IF-2 (kodiert von IFM1) [147] [43], die Elongationsfaktoren mEF-Tu (TUF1)
[94] [119], mEF-G 1 und 2 (MEF1 [147] und MEF2 [116]), der Terminationsfaktor
mRF-1 (MRF1) [104] und der mitochondriale recycling Faktor RRF (RRF1) [140].
Alle diese Proteine besitzen Homologe in Bakterien und im Zytosol von Eukaroyten
und sind zum Teil sehr stark konserviert. Die A¨hnlichkeit dieser Faktoren zu den
bakteriellen Komponenten wurde vor allem in Arbeiten mit in vitro Translations-
systemen deutlich, in welchen die funktionelle Austauschbarkeit von prokaryotischen
und mitochondrialen Translationsfaktoren gezeigt werden konnte. Ein Austausch zy-
tosolischer Faktoren gegen mitochondriale war dagegen nicht mo¨glich [119] [43].
Neben diesen unterstu¨tzenden Faktoren spielen mitochondriale Ribosomen die zen-
trale Rolle in der mitochondrieneigenen Proteinsynthese. Diese sind membranasso-
ziiert und bestehen aus zwei Untereinheiten. Die Untereinheiten setzen sich aus zwei
RNA-Moleku¨len (rRNA) und aus einer Vielzahl ribosomaler Proteine zusammen.
Obwohl alle mitochondrialen Ribosomen auf ein urspru¨ngliches prokaryotisches Ri-
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bosom zuru¨ckgehen, weisen sie eine erstaunliche Heterogenita¨t auf [133]. Je nach
Organismus haben sie eine Masse von 2,5 bis 3,6 MDa [133] und sedimentieren mit
Koeffizienten zwischen 55S und 80S [66]. Mitochondriale Ribosomen aus Hefe und
aus dem roten Brotschimmelpilz Neurospora crassa weisen Koeffizienten von 72S [40]
bzw. 73S [86] auf und gleichen damit E. coli 70S Ribosomen (s. auch Kapitel 1.3).
Im Gegensatz zu prokaryotischen Ribosomen enthalten mitochondriale Ribosomen
nur zwei ribosomale RNAs. Im roten Brotschimmelpilz N. crassa sind dies eine 16S
rRNA in der kleinen Untereinheit und eine 23S rRNA in der großen Untereinheit
[86]. Im Fall von Hefe handelt es sich um eine 15S rRNA und eine 21S rRNA [66].
Letztere sind gegenu¨ber den entsprechenden rRNAs in E. coli (23S, 16S) verku¨rzt.
Ein der 5S rRNA aus E. coli entsprechendes A¨quivalent fehlt in den mitochondrialen
Ribosomen.
Neben diesen Abweichungen in der Gro¨ße und Zahl der ribosomalen RNAs unter-
scheiden sich mitochondriale Ribosomen auch in ihrem Proteingehalt deutlich von-
einander und auch von prokaryotischen Ribosomen [133]. Generell zeichnen sie sich
durch eine mehr oder weniger große Zahl an Proteinen aus, die keine bakteriellen
Vorla¨ufer haben [133] [39] [40]. So wurden beispielsweise in Hefe bisher 81 mito-
ribosomale Proteine identifiziert (37 in der kleinen Untereinheit, 44 in der großen;
[133]). Mehr als 20 davon haben kein bakterielles Homolog. Daru¨berhinaus sind viele
mitoribosomale Proteine prokaryotischen Ursprungs deutlich gro¨ßer als die zu ihnen
homologen Proteine in Bakterien. Sie verfu¨gen zusa¨tzlich u¨ber mehr oder weniger
große Doma¨nen, die im Laufe der Evolution C- bzw. N-terminal an die urspru¨ngli-
chen Proteine angeha¨ngt wurden [132] [133]. Der Reduktion mitochondrialer rRNAs
steht somit eine drastische Erho¨hung des Proteingehalts gegenu¨ber.
Wie schon zuvor erwa¨hnt, konnte fu¨r den mitochondrialen Translationsapparat bis-
lang kein funktionelles in vitro System etabliert werden. Der Ablauf der Translation
und die genaue Funktionsweise der mitochondrialen Translationsmaschinerie sind
daher nicht gekla¨rt. Hinweise darauf ergaben sich hauptsa¨chlich aus der Charakte-
risierung beteiligter Faktoren und der funktionellen Verwandtschaft zum prokaryo-
tischen System. Dieses kann stellvertretend als Modellsystem herangezogen werden
und wird ausfu¨hrlicher in Kapitel 1.3 beschrieben.
1.3 Proteintranslation in Prokaryoten
Die Synthese von Proteinen ist ein Prozeß, der seit Jahrzehnten im Zentrum bio-
logischer Forschung steht. Das bis heute am besten charakterisierte Translations-
system ist das in Bakterien. Der Grundstein fu¨r das heutige Wissen und molekulare
Versta¨ndnis dieses Apparates wurde bereits 1961 durch die erfolgreiche Entwicklung
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eines in vitro Translationssystems mit gereinigten Komponenten gelegt [99]. Dieses
System und die damit verbundenen Mo¨glichkeiten fu¨hrten in den folgenden Jahren
zur Identifizierung von vielen an der Translation beteiligten Faktoren und zur Cha-
rakterisierung des Translationsprozesses an sich.
Prokaryotische Ribosomen bestehen, ebenso wie mitochondriale, aus zwei Unter-
einheiten, einer großen (50S) und einer kleinen (30S) [128] [130]. Diese sind u¨ber
verschiedene RNA-’Bru¨cken’ miteinander verbunden [156]. Durch die Zusammenla-
gerung der beiden Untereinheiten bilden die Ribosomen drei Bindestellen fu¨r tRNAs
aus: Die A(Aminoacyl)-Stelle, die P(Peptidyl)-Stelle und die E(Exit)-Stelle ([34]; vgl.
Abb. 1.2). Diese unterscheiden sich sowohl in ihrer Funktion als auch im Status ihrer
Besetzung mit tRNAs wa¨hrend der Translation (Details s. ausfu¨hrliche Beschreibung
des Translationsprozesses).
Wa¨hrend es sich bei der Bru¨ckenbildung und der Schaffung von tRNA-Bindestel-
len um Eigenschaften handelt, die von beiden Untereinheiten getragen werden, sind
andere Funktionen mit den einzelnen Untereinheiten assoziiert. So befindet sich bei-
spielsweise der Tunnel fu¨r wachsende Aminosa¨ureketten und auch das Zentrum fu¨r
die Knu¨pfung von Peptidbindungen in der großen Untereinheit [3]. Die Region fu¨r
die Codon-Anticodon-Erkennung dagegen ist in der 30S-Untereinheit lokalisiert [24].
Die Translation von Proteinen wird im Allgemeinen in drei Schritte unterteilt:
• Initiation
• Elongation
• Termination und Recycling
Alle drei Phasen sind gekennzeichnet durch fu¨r sie typische biochemische Reaktionen
und die daran beteiligten Faktoren (zur U¨bersicht s. [115]). Viele dieser Faktoren
sind GTP-bindende und hydrolysierende Proteine (GTPasen) [82] [17]. Die Hydro-
lyse von GTP und damit die Bereitstellung von Energie fu¨r einzelne Teilprozesse
gewa¨hrleistet die Unidirektionalita¨t und auch die Qualita¨t der Translation [98].
Initiation. Neben den ribosomalen Untereinheiten, der mRNA und der fMet-tRNA
sind in E. coli drei Initiationsfaktoren (IF-1, IF-2·GTP und IF-3) an diesem Prozeß
beteiligt. Die Initiationsfaktoren sorgen fu¨r eine korrekte Bindung der formylierten
tRNA in die P-Stelle und gewa¨hrleisten zudem die Bildung eines stabilen Initiati-
onskomplexes (Details s. [73]). Dieser besteht aus den beiden ribosomalen Unter-
einheiten, der mRNA und der fMet-tRNA in der P-Stelle. Stabilisiert wird der 70S
Initiationskomplex durch die Codon-Anticodon-Interaktion zwischen der tRNA und
dem Start-AUG der mRNA. Er ist der Ausgangspunkt fu¨r den Elongationsprozeß.
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Elongation (s. Abb. 1.2). Die Elongation von Proteinen ist der Prozeß, der zeit-
lich den gro¨ßten Teil der Translation in Anspruch nimmt. Er zeichnet sich durch
die immer wiederkehrende Abfolge eines komplexen Zyklus aus, einer sogenannten
Elongationsrunde. Getrieben wird die Elongation in E. coli im Wesentlichen von
zwei Proteinen. Dies sind die Elongationsfaktoren Tu (EF-Tu) und EF-G. In beiden
Fa¨llen handelt es sich, wie auch bei IF-2, um GTP bindende und hydrolysierende
Proteine. In gereinigten in vitro Systemen sind beide Faktoren notwendig und zu-
gleich hinreichend, um die Elongation voranzutreiben [99]. Zusa¨tzlich existiert in E.
coli noch ein weiterer Elongationsfaktor, EF-Ts. Dieser fungiert als Nukleotidaus-
tauschfaktor fu¨r EF-Tu und gewa¨hrleistet dessen erneute Beladung mit GTP fu¨r
nachfolgende Elongationszyklen [64] [26]. In Hefemitochondrien fehlt ein entspre-
chendes Homolog zu EF-Ts. Die erneute Beladung von EF-Tu mit GTP wird hier
durch die ho¨here Affinita¨t des Elongationsfaktors zu GTP gewa¨hrleistet [23].
Vom Ablauf her ist ein Elongationszyklus in zwei Teilschritte zerlegt. Dies ist zum
einen die Anlagerung der aminosa¨urebeladenen tRNA (Aminoacyl-tRNA) in der A-
Stelle des Ribosoms und zum anderen die Bewegung der gebundenen m- und tRNAs
durch das Ribosom. Beide Schritte werden spezifisch durch die Elongationsfaktoren
Tu bzw. G gesteuert. EF-Tu ist an der Erkennung und Verankerung der passenden
tRNA beteiligt und bildet zu diesem Zweck zusammen mit GTP und der Aminoacyl-
tRNA einen terna¨ren Komplex aus. Dieser Komplex bindet zu Beginn einer neuen
Elongationsrunde in die A-Stelle des Ribosoms. Sobald die tRNA als korrekt erkannt
worden ist, erfolgt ihre Verankerung unter Hydrolyse von GTP und der Dissoziation
von EF-Tu·GDP. Danach wird die Aminosa¨ure in der A-Stelle mit der Peptidkette
der P-Stellen tRNA verknu¨pft. Die Peptidkette wird dabei gleichzeitig auf die tRNA
in der A-Stelle u¨bertragen, so daß eine leere tRNA in der P-Stelle zuru¨ckbleibt (zur
U¨bersicht s. [134] [101] [98]).
Um eine neue Elongationsrunde starten zu ko¨nnen, mu¨ssen sowohl die tRNAs als
auch die mRNA im Ribosom um ein Basentriplett nach vorne gerutscht werden. Der
als Translokation bezeichnete Vorgang ist sehr komplex und setzt sich aus mehreren
Teilschritten zusammen. Wie die einzelnen Schritte zusammenha¨ngen, ist noch nicht
restlos verstanden. Verschiedenen Hinweisen zufolge ko¨nnte die Bewegung der RNAs
durch das Ribosom jedoch in folgender Weise ablaufen: In einem ersten Schritt bindet
der Faktor EF-G·GTP in die A-Stelle des Ribosoms und ’entriegelt’ dieses durch
die Hydrolyse von GTP [118]. Der als ’unlocking’ bezeichnete Prozeß ermo¨glicht
die Bewegung der beiden tRNAs durch das Ribosom [125]. Durch die Bindung des
Elongationsfaktors erfolgt zugleich auch eine Rotation der 30S Untereinheit relativ
zur 50S Untereinheit. Diese wird als ’ratchet-like movement’ bezeichnet [35] [146].
Die Dissoziation von anorganischem Phosphat bewirkt weitere strukturelle Vera¨nde-
rungen, welche letztlich die 30S Untereinheit in ihre Ausgangsposition zuru¨ckbewe-
6
1.3. Proteintranslation in Prokaryoten
Abbildung 1.2: Ablauf der Proteinelongation in Prokaryoten. Beschreibung s. Text.
EF-G/EF-Tu, Elongationsfaktoren G und Tu, A/P/E, tRNA-Bindestellen A
(Aminoacyl-), P (Peptidyl-), E (Exit-) Stelle.
gen und zur Ablo¨sung von EF-G·GDP fu¨hren [150]. Damit kehrt das Ribosom wieder
in die geschlossene (’locked’) Konformation zuru¨ck.
Nach Beendigung der Translokation befindet sich die leere tRNA in der E-Stelle,
aus welcher sie dissoziieren kann. Die tRNA mit der gebundenen Peptidkette sitzt
dagegen wieder in der P-Stelle. Die A-Stelle des Ribosoms ist unbesetzt, wodurch
der Beginn eines neuen Elongationszyklus ermo¨glicht wird.
Obwohl in den letzten Jahren angenommen wurde, daß der Prozeß der Elonga-
tion nahezu fehlerfrei und mechanistisch perfekt abla¨uft, deuten ju¨ngste Arbeiten
darauf hin, daß dies nicht der Fall ist. Mit dem Protein LepA wurde ku¨rzlich ein
Faktor charakterisiert, der in die Optimierung des Prozesses involviert sein ko¨nnte
[114]. Obwohl LepA als Protein schon jahrelang bekannt war, wurde es funktionell
nie genauer untersucht. Qin et al. konnten ku¨rzlich zeigen, daß es sich bei LepA
vermutlich um einen neuen Elongationsfaktor handelt [114].
LepA ist eine hochkonservierte GTPase und besitzt Homologe in allen Organismen
mit Ausnahme von Archaebakterien [114] [82]. Strukturelle Vorhersagen ergaben eine
starke A¨hnlichkeit mit EF-G [81] [114], was eine Funktion wa¨hrend der Translokation
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wahrscheinlich macht. Daß dies tatsa¨chlich der Fall ist, konnte in verschiedenen in vi-
tro Experimenten gezeigt werden. Mit gereinigten Komponenten wurde nicht nur die
ribosomenabha¨ngige GTPase-Aktivita¨t von LepA nachgewiesen, sondern auch des-
sen Befa¨higung, Ribosomen entlang der mRNA ru¨ckwa¨rts zu bewegen. LepA wirkt
demnach EF-G wa¨hrend der Elongation entgegen. Eine Verdra¨ngung von EF-G wur-
de von Qin et al. jedoch u¨ber die geringe Expressionsrate von LepA ausgeschlossen.
Vielmehr schlugen die Autoren fu¨r LepA eine Rolle als Optimierungsfaktor vor, der,
im Falle einer unvollsta¨ndigen oder fehlerhaften Translokation, das Ribosom zuru¨ck-
bewegt und einen nochmaligen Translokationsversuch ermo¨glicht [114].
Unterstu¨tzt wurde diese Hypothese durch in vitro Expressionsexperimente mit GFP
als Markerprotein. Die Anwesenheit von geringen Mengen LepA wa¨hrend der Trans-
lation erho¨hte den Anteil an funktionellem GFP in den Proben [114]. Zudem wurde
insgesamt mehr GFP produziert. Hohe Mengen an LepA dagegen brachten die Syn-
these von GFP vollsta¨ndig zum Erliegen [114].
Obwohl diese Ergebnisse auf eine Rolle von LepA wa¨hrend der Elongation schließen
lassen, sind einige Aspekte unklar: Warum ist LepA beispielsweise so hochkonser-
viert? Ein hohes Maß an Konservierung la¨ßt eine wichtige Funktion vermuten. Die
Deletion von LepA fu¨hrt jedoch unter normalen Bedingungen zu keinerlei Wachs-
tumsbeeintra¨chtigung [29] [114]. Unter welchen Bedingungen wird dessen Funktion
essentiell? Ist LepA wichtig fu¨r die Produktion bestimmter Proteine? Das Gen fu¨r
LepA ist auf demselben Operon wie das fu¨r die Leaderpeptidase kodiert [80]. Dies
ko¨nnte auf eine Rolle bei der Produktion von Membranproteinen hinweisen.
Termination und Recycling. Die Termination der Proteinsynthese beginnt, so-
bald ein Stop-Codon in die A-Stelle gelangt. Dieses wird, je nach kodiertem Triplett,
von den Faktoren RF-1 (Stop-Codons UAA; UAG) oder RF-2 (Stop-Codons UAA;
UGA) erkannt (zur U¨bersicht s. [100]). Die Bindung einer der beiden Faktoren zieht
die umittelbare Abspaltung der Peptidkette von der P-Stellen tRNA nach sich [155],
so daß das Ribosom mit gebundener tRNA, mRNA und RF1 bzw. 2 zuru¨ckbleibt.
Die Dissoziation der RF erfolgt mit Hilfe der GTPase RF-3, welche die Ablo¨sung von
RF1/2 unter Hydrolyse von GTP vorantreibt [115]. Der so entstandene Posttermi-
nationskomplex wird mit Hilfe der Faktoren RRF und IF-3 in seine Untereinheiten
zerlegt und durch Abspaltung der m- und tRNA fu¨r eine neue Translationsrunde
’recycelt’ [106] [4] [41] [151].
1.4 Oxa1-vermittelte Proteininsertion in die mitochon-
driale Innenmembran
Wie bereits in Kapitel 1.1 geschildert wurde, kodiert das mitochondriale Genom in
Hefe im Wesentlichen fu¨r stark hydrophobe Membranproteine ([16]; vgl. Abb. 1.1).
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Diese neigen in wa¨ssrigem Milieu dazu, unspezifisch zu aggregieren. Um dies zu
vermeiden, ist ihre Produktion unmittelbar mit der Insertion in die mitochondriale
Innenmembran gekoppelt.
Im Zentrum des kotranslationalen Insertionsprozesses steht, neben dem mitochon-
drialen Ribosom, das Innenmembranprotein Oxa1. Dieses wurde urspru¨nglich als
mitochondriales Protein identifiziert, dessen Deletion zu Defekten in der Assemblie-
rung der Cytochrom c-Oxidase und folglich zu einem Verlust der Zellatmung fu¨hrt
[6] [15].
Oxa1 ist in Hefe ein polytopes Membranprotein mit einer molekularen Masse von ca.
36 kDa [56]. Es durchspannt die innere Mitochondrienmembran fu¨nf Mal, wobei der
N-Terminus in den Intermembranraum ragt und der C-Terminus in die Matrix (Nout-
Cin-Topologie) [56]. In der Membran bildet Oxa1 einen homooligomeren Komplex
mit einer Gro¨ße von etwa 200-300 kDa aus [137]. Dieser wird vermutlich von vier
Oxa1-Proteinen gebildet.
Sequenzanalysen ergaben, daß Oxa1 ein stark konserviertes Protein ist. Homologe
fanden sich in Mitochondrien und Chloroplasten aller ho¨heren Organismen [38] [135].
Auch in Bakterien wurden Homologe der Oxa1-Familie identifiziert [15] [122]. Bis-
herige Forschungsergebnisse weisen darauf hin, daß alle Mitglieder der Oxa1/Alb3/
YidC-Familie a¨hnliche Funktionen besitzen [154]. Dies konnte durch verschiedene
biochemische Untersuchungen und Komplementationsstudien besta¨tigt werden [37]
[113] [14] [13] [62].
Erste Erkenntnisse u¨ber die Funktion von Oxa1 lieferten vor einigen Jahren Arbeiten
mit einer temperatursensitiven Mutante [6]. In dieser konnte die spezifische Akku-
mulation des mitochondrial kodierten Proteins Cox2 in seiner nichtmaturierten Form
beobachtet werden. Cox2 wird in Hefe als Vorstufenprotein synthetisiert und besitzt
in der Membran die Topolgie Nout-Cout [55]. Unmittelbar nach Insertion seiner N-
terminalen Transmembrandoma¨ne in die innere Mitochondrienmembran wird Cox2
durch Abtrennung der ersten 15 Aminosa¨uren in seine reife Form u¨berfu¨hrt (vgl.
auch Abb. 1.1). Weitere Analysen in vivo und in vitro zeigten, daß diese Akkumu-
lation auf einen Defekt in einem fru¨hen Schritt der Membraninsertion des Proteins
zuru¨ckgefu¨hrt werden konnte [15].
In den folgenden Jahren wurde die Funktion der Translokase Oxa1 genauer charak-
terisiert. Obwohl ihr zuna¨chst eine hauptsa¨chliche Rolle im N-terminalen Export
von Membranproteinen mit Nout-Topologie zugeschrieben worden war [51] [52] [53],
konnte spa¨ter gezeigt werden, daß auch die Insertion polytoper Membranproteine
mit Nin-Topologie von Oxa1 abha¨ngt [54]. In diesem Zusammenhang war fu¨r Oxa1
erstmals eine Rolle als generelle Insertase polytoper Membranproteine vorgeschlagen
worden.
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Abbildung 1.3: Modell fu¨r die Interaktion mitochondrialer Ribosomen mit Kom-
ponenten der inneren Mitochondrienmembran. Das mitochondriale Ribosom ist
wa¨hrend der kotranslationalen Proteininsertion an der Innenmembran lokalisiert.
Dort interagiert es mit mitochondrialen Translationsaktivatoren, der Translokase
Oxa1, mit Mba1 und anderen beteiligten Faktoren, z. B. Mdm38.
In weiteren Studien wurde die Interaktion von Oxa1 mit neu synthetisierten Pro-
teinen noch wa¨hrend ihrer Produktion nachgewiesen. Diese Interaktion schloß den
Kontakt zu mitochondrialen Ribosomen ein [54]. Als zentrales Verbindungsglied er-
wies sich dabei die C-terminale Doma¨ne des Membranproteins, die mit ca. 90 Ami-
nosa¨ureresten in die mitochondriale Matrix ragt. In vitro Experimente mit dem
gereinigten C-Terminus von Oxa1 zeigten, daß dieser essentiell fu¨r die Bindung
mitochondrialer Ribosomen ist [137]. Zudem konnten fu¨r Hefesta¨mme, in denen
der C-Terminus von Oxa1 deletiert worden war, a¨hnliche respiratorische Defekte
beobachtet werden, wie fu¨r die Mutanten, in denen Oxa1 vollsta¨ndig fehlte [137].
U¨ber diese Analysen hinaus wurde durch Quervernetzungsexperimente die Asso-
ziation von Oxa1 mit Mrp20, einem ribosomalen Protein der großen Untereinheit,
gezeigt [61]. Das zu Mrp20 homologe Protein in E. coli ist L23. Dieses ist eben-
falls ein Protein der großen ribosomalen Untereinheit und nahe dem Tunnelausgang
fu¨r naszierende Ketten lokalisiert [3]. Homologe der L23-Familie finden sich in allen
Ribosomen. Sie sind Teil einer universell konservierten Bindestelle und dienen als
Anlagerungsstellen fu¨r den Triggerfaktor [31], das Signalerkennungspartikel (SRP)
[49] und Membrantranslokasen wa¨hrend der kotranslationalen Proteininsertion [89]
[8] [85] (weitere Erla¨uterungen s. Kapitel 1.5).
Obwohl die Translokase Oxa1 in den letzten Jahren biochemisch recht gut charak-
terisiert werden konnte, ist der eigentliche Prozeß der kotranslationalen Insertion in
die Membran nicht verstanden. Zudem existiert auch keine genaue Vorstellung u¨ber
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die Art der Bindung zwischen Ribosomen und Oxa1 und das funktionelle Zusam-
menspiel beider Komponenten im Insertionsprozeß.
Neben dem Membranprotein Oxa1 wurden in den letzten Jahren noch zwei weitere
Komponenten identifiziert, die an der Insertion mitochondrial kodierter Proteine in
die Innenmembran beteiligt sind (vgl. Abb. 1.3). Dabei handelt es sich zum einen
um das membranassoziierte Matrixprotein Mba1 [103] [112] und zum anderen um
das integrale Membranprotein Mdm38 [36].
Obwohl die Deletion beider Komponenten zu schwa¨cher ausgepra¨gten Pha¨notypen
fu¨hrt als die von Oxa1, konnten trotzdem a¨hnliche respiratorische Defekte beob-
achtet werden [103] [36]. In beiden Fa¨llen wirkte sich die Deletion der Proteine auf
die Biogenese bzw. die Aktivita¨t der Atmungskettenkomplexe und der mitochondri-
alen ATPase aus. Zudem konnte fu¨r beide Proteine eine spezifische Interaktion mit
mitochondrialen Ribosomen nachgewiesen werden [103] [36].
Im Gegensatz zu Oxa1, das sich vor allem auf die Insertion der COX-Untereinheiten
auswirkt, wurde fu¨r Mdm38 eine Rolle in der Biogenese der Cytochrom c-Reduktase
und der F1Fo-ATPase vorgeschlagen [36]. Neben der endogenen Menge an Cyto-
chrom b war zusa¨tzlich auch die Assemblierung von Superkomplexen aus den At-
mungskettenkomplexen III und IV in der Mdm38 Deletionsmutante reduziert [36].
Daru¨berhinaus konnte auch die Akkumulation von nichtassembliertem Atp6 beob-
achtet werden [36].
Fu¨r Mba1 dagegen wurde ku¨rzlich die Rolle eines Ribosomenrezeptors an der in-
neren Mitochondrienmembran vorgeschlagen [103]. In dieser Funktion ko¨nnte es, in
Analogie zum SRP-System (s. Kapitel 1.5), die Bindung der Ribosomen an die Mit-
ochondrienmembran vermitteln und gleichzeitig die Insertion der neu synthetisierten
Proteine u¨ber Oxa1 koordinieren.
Unterstu¨tzt wurde diese Hypothese durch die Beobachtung, daß Mba1 vorwiegend
wa¨hrend der Synthese mit neu produzierten Membranproteinen interagiert [112].
Zudem fu¨hrte die Deletion von Mba1 zusammen mit dem C-Terminus von Oxa1
zu einer vermehrten Interaktion naszierender Ketten mit dem Matrixchaperon Ssc1
(mitochondriales Hsp70) [103]. Interessanterweise fu¨hrt die vollsta¨ndige Deletion von
Oxa1 und Mba1 zu einem ausgepra¨gten synthetischen Wachstumsdefekt [112], was
fu¨r eine unabha¨ngige jedoch koordinierte Funktion beider Komponenten im Inserti-
onsprozeß spricht.
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1.5 Insertion und Assemblierung von Membranprotei-
nen in E. coli
Wie im Falle der Translation gibt es auch bzgl. des Insertionsprozesses gewisse Pa-
rallelen zwischen dem mitochondrialen und prokaryotischen System. Etwa 20% aller
in E. coli kodierten Proteine sind Innenmembranproteine mit α-helikalen Segmenten
[77]. Fu¨r deren Sortierung und Insertion in die Zytoplasmamembran gibt es verschie-
dene Wege. Das Oxa1-Homolog, YidC, spielt dabei eine wesentliche Rolle.
Die meisten der Membranproteine in E. coli werden u¨ber ihre erste Transmembran-
doma¨ne sortiert und inseriert (zur U¨bersicht s. [152]). Dabei handelt es sich um eine
hydrophobe Sequenz, die wa¨hrend des Insertionsprozesses nicht abgetrennt wird.
Stattdessen bleibt sie als Membrananker mit dem inserierten Protein verbunden.
Die Zielfu¨hrung zur Membran erfolgt fu¨r solche Proteine u¨ber den SRP (signal re-
cognition particle)-Weg (zur U¨bersicht s. [109] [77]). Dabei wird der Signalanker
vom Signalerkennungspartikel erkannt und gebunden. Dieser geleitet das entstehen-
de Protein in einem kotranslationalen Prozeß zur Zytoplasmamembran, wo die wach-
sende Peptidkette zusammen mit dem Ribosom an die Membrantranslokase SecYEG
u¨bergeben wird. Die U¨bergabe erfolgt mit Hilfe des SRP-Rezeptors FtsY.
Das SRP besteht in E. coli aus einer 4.5S RNA und einem ca. 48 kDa großen
Protein (Ffh) [5] [79]. Dieses hat zwei funktionelle Doma¨nen, eine N-terminale NG
(GTPase)-Doma¨ne, welche den Transportprozeß reguliert, und eine C-terminale M-
Doma¨ne [109] [79]. Letztere ist verantwortlich fu¨r die Bindung der SRP-RNA und
des Signalankers, sobald dieser aus dem translatierenden Ribosom erscheint.
Fu¨r die Zielfu¨hrung zur Innenmembran lagert sich das SRP in spezifischer Weise an
die naszierende Kette und das translatierende Ribosom an. Die Signalsequenz wird
dabei vermutlich in einer hydrophoben Tasche gebunden, welche von der M-Doma¨ne
des SRP gebildet wird [49].
Sowohl die N- als auch die M-Doma¨ne des SRP gehen zusa¨tzlich Bindungen mit der
ribosomalen RNA und verschiedenen ribosomalen Proteinen nahe des Tunnelaus-
gangs ein [49] [127]. Die meisten dieser Bindungen sind evolutiona¨r konserviert. Zu
den Hauptanlagerungsstellen geho¨rt die L23/L29-Bindestelle, die neben dem SRP
auch als Bindestelle fu¨r den Triggerfaktor [67] [31] und die SecYEG-Translokase [90]
dient. Dieser Verknu¨pfungspunkt scheint auch im mitochondrialen System konser-
viert zu sein (vgl. Kapitel 1.4; [61]).
Im Gegensatz zum eukaryotischen System wird wa¨hrend der SRP-vermittelten Ziel-
fu¨hrung in E. coli wahrscheinlich kein Translationsarrest erzeugt. Die Anlagerung
an die Membran und die U¨bergabe des translatierenden Ribosoms an SecYEG wird
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durch die voru¨bergehende Interaktion des SRP mit seinem membranassoziierten
Rezeptor FtsY bewerkstelligt. Der Rezeptor liegt in E. coli sowohl in freier als auch
in membrangebundener Form vor [76]. Fu¨r eine effektive Ablo¨sung des SRP von der
Signalsequenz beno¨tigt FtsY jedoch den Kontext der bakteriellen Innenmembran
[145].
Die Interaktion von SRP und FtsY ist ein hochregulierter Prozeß, der durch die
Bindung und Hydrolyse von GTP in den beiderseits vorhandenen NG-Doma¨nen ge-
trieben wird (zur U¨bersicht s. [77]). Wie dieser Prozeß im Einzelnen abla¨uft, ist noch
nicht genau verstanden. Hinweise lassen jedoch vermuten, daß die Bindung des SRP
an das Ribosom dessen Affinita¨t fu¨r GTP erho¨ht und die Zielfu¨hrung folglich in einer
GTP-gebundenen Form stattfindet. Eine a¨hnliche Aktivierung wurde auch fu¨r FtsY
durch seine Interaktion mit Lipiden und spezifischen Komponenten der SecYEG-
Translokase vorgeschlagen. Die Komplexbildung von SRP und FtsY fu¨hrt zur ge-
genseitigen Aktivierung der GTPase-Doma¨nen [88]. Beide Proteine wirken damit als
GTPase und zugleich auch als GAP (GTPase activating protein). Die Hydrolyse der
GTP-Moleku¨le erfolgt erst, nachdem die Signalsequenz in die SecYEG-Translokase
entlassen wurde. Sie ist fu¨r die Zielfu¨hrung des Ribosoms und der Peptidkette zur
Membran nicht essentiell, sondern ermo¨glicht vielmehr die Regeneration von SRP
und FtsY, die infolge der GTP-Hydrolyse dissoziieren [25].
Die Aufnahme der wachsenden Peptidkette in die Membran erfolgt durch die Trans-
lokase SecYEG. SecYEG ist in E. coli ein heterotrimerer Komplex. Die porebildende
Untereinheit ist SecY, welches aus 10 Transmembrandoma¨nen besteht [9]. Begleitet
wird SecY von den Proteinen SecE und G. Diese besitzen in E. coli drei bzw. zwei
Transmembrandoma¨nen, wobei lediglich die C-terminale Transmembrandoma¨ne von
SecE fu¨r die Formierung eines funktionellen Translokons notwendig ist [77].
Zur Insertion der naszierenden Kette arbeitet die Sec-Translokase mit dem Innen-
membranprotein YidC zusammen [71] [154] [7]. Wie die Insertion im Einzelnen
abla¨uft und welche Rolle YidC dabei zukommt, ist noch nicht genau verstanden.
Koreinigungs- und Quervernetzungsexperimente deuten jedoch darauf hin, daß YidC
und SecYEG wa¨hrend des Insertionsprozesses in engem Kontakt stehen [59] [129]
[58] [143]. Zudem konnte gezeigt werden, daß YidC die wachsende Peptidkette schon
fru¨hzeitig wa¨hrend des Insertionsprozesses kontaktiert. Arbeiten mit unterschiedlich
langen Substratproteinen ließen eine Rolle von YidC im lateralen Proteintransfer
vermuten [57] [144]. Daru¨berhinaus machten sie auch eine Funktion als Assemblie-
rungsfaktor wahrscheinlich. Diese Hypothese wurde durch Assemblierungsstudien
mit dem Membranprotein LacY unterstu¨tzt [93]. Dessen Faltung und funktionelle
Assemblierung in der Membran ha¨ngt stark von der Anwesenheit von YidC ab.
Neben diesem Sec-abha¨ngigen Insertionsweg gibt es in E. coli auch einen Sec-un-
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abha¨ngigen Insertionsweg, der allein auf dem Innenmembranprotein YidC beruht
[122]. Er wird vor allem von kleineren Proteinen, wie z. B. der Foc-Untereinheit der
F1Fo-ATPase [70] [12] [153] und von verschiedenen Phagenhu¨llproteinen genutzt
[22]. Zu den am besten charakterisierten Substraten za¨hlen das M13 und das Pf3
Hu¨llprotein [123] [122]. Ihre Insertion in die Zytoplasmamembran von E. coli wird
durch die Depletion von YidC nahezu vollsta¨ndig blockiert. Fu¨r das Hu¨llprotein
Pf3 konnte zudem eine YidC-abha¨ngige Insertion in Proteoliposomen nachgewiesen
werden [131].
Neben der Bedeutung fu¨r die Insertion dieser speziellen Proteine gibt es außerdem
auch Hinweise, wonach die Insertion der ersten Transmembrandoma¨ne von CyoA,
dem prokayotischen Homolog von Cox2, ausschließlich von YidC abha¨ngt [21] [11]
[108].
Wie die ’YidC-only’-Insertion funktioniert, ist nicht verstanden. Mehrere Hinweise
deuten jedoch darauf hin, daß dieser Weg unabha¨ngig ist von einem Membranpo-
tential [123]. Die Zielfu¨hrung der Proteine zur Membran bezieht mo¨glicherweise die
Aktivita¨t des SRP mit ein und ko¨nnte damit, a¨hnlich wie im Falle der Sec-abha¨ngi-
gen Insertion, in kotranslationaler Weise erfolgen [44]. Ein a¨hnlicher Mechanismus
wurde bereits fu¨r die Zielfu¨hrung und Insertion von Proteinen in die Thylakoide der
Chloroplasten vorgeschlagen [91].
Sollte die Zielfu¨hrung tatsa¨chlich in kotranslationaler Weise erfolgen, so wa¨re auch
eine direkte Interaktion des Ribosoms mit YidC im nachfolgenden Insertionsprozeß
durchaus wahrscheinlich. Diese konnte bisher allerdings nicht beobachtet werden.
Im Gegensatz zu den Membranproteinen, die in E. coli u¨ber einen N-terminalen
Membrananker sortiert werden, werden sekretierte Proteine u¨ber N-terminale Sig-
nalsequenzen zur Zytoplasmamembran geleitet (zur U¨bersicht s. [30] [77]). Diese sind
im Allgemeinen weniger hydrophob als Signalankersequenzen und werden wa¨hrend
der Translokation der Proteine u¨ber die Membran abgetrennt. Fu¨r eine gerichte-
te Zielfu¨hrung der Proteine zur Membran binden diese das lo¨sliche Chaperon SecB.
SecB lagert sich dabei an die Substratproteine an und geleitet sie so zur Zytoplasma-
membran. Die Translokation u¨ber die Membran erfolgt wiederum mittels SecYEG,
wobei sie von der peripher assoziierten ATPase SecA unterstu¨tzt wird [30].
Neben diesem SecYEG-abha¨ngigen Sekretionsweg werden einige Proteine in E. coli
auch u¨ber den TAT-Transporter sekretiert (zum U¨berblick s. [124]). Hierbei han-
delt es sich um eine evolutiona¨r konservierte Translokase, die bereits gefaltete Sub-
stratproteine zusammen mit ihren Kofaktoren u¨ber die Membran transportiert. Das
Zielfu¨hrungssignal dieser Proteine beinhaltet typischerweise ein sogenanntes ’twin-
arginine’ Motiv. Der Transport u¨ber die Membran ist abha¨ngig vom einem pH-
Gradienten u¨ber der Membran. Der molekulare Mechanismus dieses Systems ist
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weitgehend unverstanden.
1.6 Zielsetzung der Arbeit
Ziel dieser Arbeit war es, die Synthese und Insertion mitochondrial kodierter Protei-
ne in Hefe na¨her zu charakterisieren. Innerhalb dieses Rahmens war die Fragestellung
in zwei separate Themenbereiche gegliedert.
Im ersten Teil der Arbeit sollte das Protein Guf1 (GTPase of unknown function)
na¨her charakterisiert werden. Dieses war bereits vor einiger Zeit als elongations-
faktora¨hnliche GTPase identifiziert worden. Dessen Funktion bei der Synthese und
Insertion mitochondrial kodierter Proteine wurde unter anderem durch Wachstums-
analysen, Translations- und Quervernetzungsexperimente untersucht.
Um na¨here Aufschlu¨sse u¨ber die Struktur der Bindung sowie das funktionelle Zu-
sammenspiel von Oxa1 und dem mitochondrialen Ribosom im Insertionsprozeß zu
erhalten, sollte im zweiten Teil der Arbeit ein Komplex aus beiden Komponenten
rekonstituiert werden. Dieser Komplex sollte als Grundlage fu¨r strukturelle Unter-
suchungen mittels Kryo-Elektronenmikroskopie dienen.
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Kapitel 2
Material und Methoden
2.1 Molekularbiologische Untersuchungsmethoden
Soweit im Text nicht anders vermerkt, wurden Puffer und Lo¨sungen nach Sambrook
et al. [121] verwendet.
2.1.1 Pra¨paration von Plasmid-DNA aus E. coli
Die Pra¨paration von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte, je nach Zweck, im großen
(pra¨parativ) oder im kleinen Maßstab (analytisch).
Fu¨r die Analyse im kleinen Maßstab (Minipra¨paration) wurde die DNA mittels alka-
lischer Lyse nach Birnboim und Doly [10] isoliert. Dazu wurden Einzelkolonien von
E. coli gepickt und in 3 ml LBAmp-Medium (10 g/l Bacto Trypton, 5 g/l Hefeextrakt,
150 g/l NaCl, pH-Wert 7,5; unter Zusatz von 100 µg/ml Ampicillin) u¨ber Nacht bei
37 ◦C geschu¨ttelt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (30 sec, 10.000× g, RT)
geerntet und in 50 µl sterilem Wasser resuspendiert. Die Lyse erfolgte durch die
Zugabe von 300 µl Lo¨sung I (1 mM EDTA, 0,1 N NaOH, 0,5% [w/v] SDS, 10 mM
Tris-HCl pH 7,5) und anschließende Inkubation bei Raumtemperatur fu¨r 5 min. Da-
nach wurde das Lysat mit 150 µl Lo¨sung II (3 M Natriumacetat, pH 4,8) gemischt
und der entstandene Niederschlag durch Zentrifugation (10 min, 15.000× g, 4 ◦C)
abgetrennt. Der klare U¨berstand wurde nachfolgend mit dem zweifachen Volumen
an Ethanol versetzt und die DNA fu¨r 20 min bei −20 ◦C gefa¨llt. Diese wurde durch
Zentrifugation (10 min, 15.000× g, 4 ◦C) geerntet und in 70% [v/v] Ethanol ge-
waschen. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 15.000× g, 4 ◦C) wurde die DNA
5 min bei Raumtemperatur getrocknet und in 100 µl sterilem Wasser resuspendiert.
Fu¨r Plasmid-Pra¨parationen im großen Maßstab wurde mit dem Pure YieldTM Plas-
mid Midiprep System von Promega gearbeitet. Die Isolierung der DNA erfolgte
gema¨ß den Angaben des Herstellers (Protokoll zur Isolierung durch Zentrifugation).
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Als Ausgangsmaterial dienten Bakterienkulturen mit einem Volumen von 50 bzw.
100 ml.
2.1.2 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR
Einzelne Abschnitte genomischer Hefe-DNA wurden mittels Polymerasekettenreak-
tion (PCR) vervielfa¨ltigt. Pro 50 µl Ansatz wurden dafu¨r 2 mM dNTPs, 20 pmol der
beiden Primer und 5 µl des PCR-Reaktionspuffers (10 × Pfu Reaktionspuffer von
Promega) eingesetzt. Als Matrize dienten ca. 100 ng genomische Hefe-DNA bzw.
20 ng Plasmid-DNA. Die Amplifikation erfolgte durch 2,5 U Taq DNA-Polymerase
und 0,25 U Pfu DNA-Polymerase. Zum Denaturieren der DNA wurde der Ansatz
5 min bei 95 ◦C vorinkubiert. Anschließend wurden 30 Reaktionszyklen durchlaufen,
wobei ein Zyklus typischerweise aus folgenden Schritten bestand: Denaturierung der
Matrize 1 min, Anlagerung der Primer an die Matrize 30 sec bei 50 - 55 ◦C, Syn-
these des komplementa¨ren DNA-Stranges 1,5 - 3 min bei 68 ◦C. Um unvollsta¨ndige
DNA-Stra¨nge fertig zu synthetisieren, wurde anschließend noch 10 min bei 68 ◦C
inkubiert. Amplifizierte DNA-Fragmente wurden u¨ber eine pra¨parative Agarosegel-
elektrophorese (s. Kapitel 2.1.4) gereinigt. Die Bestimmung der Schmelztemperatur
(Tm) fu¨r die Anlagerung der Primer an die Matrize erfolgte gema¨ß der (G/C × 4
+ A/T × 2) - 4 Regel.
2.1.3 Restriktionsverdau von DNA
Isolierte Plasmid-DNA bzw. amplifizierte DNA-Fragmente wurden, je nach Zweck,
pra¨parativ oder analytisch verdaut.
Fu¨r den analytischen Verdau von Mini-DNA wurden in einem Gesamtvolumen von
20 µl je 5 µl isolierte Mini-DNA (s. Kapitel 2.1.1) und 0,2 bis 1 U/µl der gewu¨nschten
Restriktionsenzyme eingesetzt. Der Verdau erfolgte fu¨r eine Dauer von 2 h bei den
fu¨r die Enzyme empfohlenen Temperatur- und Pufferbedingungen.
Der Verdau von DNA im pra¨parativen Maßstab wurde in einem Gesamtvolumen
von 150 µl durchgefu¨hrt. Dazu wurde ca. 1 µg DNA eingesetzt und mit 0,2 - 1 U/µl
der gewu¨nschten Restriktionsenzyme u¨ber Nacht bei den angegebenen Temperatur-
und Pufferbedingungen verdaut.
Zum Abstoppen der Reaktionen wurden die Proben mit 6 × Probenpuffer (0,25%
[w/v] Bromphenolblau, 0,25% [w/v] Xylenxyanol FF, 30% [v/v] Glyzerin) versetzt.
Im Falle von verdauter Mini-DNA enthielt dieser zusa¨tzlich 0,5 mg/ml RNase A.
Alle Ansa¨tze wurden mittels Agarosegelelektrophorese analysiert bzw. gereinigt (s.
Kapitel 2.1.4).
Alle Puffer und evtl. Zusa¨tze (z. B. BSA) wurden gema¨ß den Angaben des Herstellers
zugesetzt. Fu¨r den Verdau von DNA wurden Enzyme und Puffer von New England
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Biolabs verwendet.
2.1.4 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsa¨uren
Fu¨r die Analyse und Reinigung von linearisierter bzw. amplifizierter DNA wurden
horizontale Agarosegele verwendet. Je nach Fragmentgro¨ße wurden Gele einer Kon-
zentration von 1 - 1,5% [w/v] Agarose in TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, 1 mM
EDTA, pH 8,0) unter Zusatz von 1 µg/ml Ethidiumbromid verwendet. Die Trennung
wurde bei einer angelegten Feldsta¨rke von 6 V/cm (bezogen auf den Abstand der
Elektroden) durchgefu¨hrt. Der Nachweis der DNA im Agarosegel erfolgte mittels
UV-Detektion.
Zur Aufreinigung pra¨parativ verdauter DNA-Fragmente bzw. amplifizierter DNA
wurde diese aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit Hilfe des Peqlab Gel Ex-
traction Kits nach den Angaben des Herstellers gereinigt.
2.1.5 Ligation von DNA-Fragmenten
Die Ligation von DNA erfolgte in einem Reaktionsvolumen von 15 µl. Pro Ansatz
wurde 1 µl Vektor-DNA eingesetzt und mit 5 - 10 µl Insert-DNA gemischt. Alle
Ansa¨tze wurden mit 1,5 U T4 DNA Ligase in dem empfohlenen Ligationspuffer
(30 mM Tris-HCl pH 7,8, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP) u¨ber Nacht bei
15 ◦C inkubiert.
2.1.6 Herstellung kompetenter E. coli Zellen
Zur Klonierung rekombinanter DNA in E. coli wurden zwei verschiedene Sta¨mme
eingesetzt, E. coli XL1-blue (Qiagen) und E. coli DH5α (Invitrogen). Die Sta¨mme
trugen folgende genetische Marker:
• E. coli XL1-blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 Lac[F’ pro
A+B+ lac IqZ∆M15 Tn10(Tetr)]
• E. coli DH5α (Φ80 lacZ∆M15)∆[lacZYA-argF] U196 recA1endA1 r− m+
gyrA thi-1 hsdR17 rsupE44 relA1
2.1.6.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen
Fu¨r die Herstellung elektrisch kompetenter Zellen wurden 400 ml LB-Medium mit
4 ml einer U¨bernachtkultur angeimpft und bei 37 ◦C unter Schu¨tteln bis zu einer
OD600 von 0,6 angezogen. Die Kultur wurde anschließend 30 min auf Eis gestellt und
durch Zentrifugation (15 min, 2.500× g, 4 ◦C) geerntet. Danach wurden die Zellen
mit absteigenden Volumina an 10% [v/v] Glyzerin (2 × 500 ml, 2 × 250 ml und
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2 × 5 ml) gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Bakterien in 400 µl
10% [v/v] Glyzerin resuspendiert und in 45 µl Portionen bei −70 ◦C gelagert.
2.1.6.2 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen
Zur Herstellung chemisch kompetenter Bakterien wurden 400 ml LB-Medium mit
2 ml einer U¨bernachtkultur angeimpft und bis zu einer OD600 von ca. 0,4 angezogen.
Anschließend wurde die Kultur 5 min auf Eis geku¨hlt und 10 min bei 2.000× g und
4 ◦C zentrifugiert. Danach wurden die Zellen in 50 ml 100 mM sterilem CaCl2, 20 mM
RbCl2 resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation
(s. o.) wurden die Bakterien in 1,5 ml sterilem 100 mM CaCl2 und 15% [v/v] Glyzerin
aufgenommen und in 100 µl Aliquots bei −70 ◦C gelagert.
2.1.7 Transformation von E. coli
Fu¨r die Elektroporation von E. coli Bakterien wurde ein Aliquot elektrisch kom-
petenter Zellen (s. Kapitel 2.1.6.1) aufgetaut und mit 1 - 3 µl DNA gemischt. Der
Ansatz wurde luftblasenfrei in eine geku¨hlte Elektroporationsku¨vette (0,2 cm Elek-
trodenabstand) u¨berfu¨hrt und einem elektrischen Puls von 1,5 kV bei einem Wi-
derstand von 400 Ω und einer Kapazita¨t von 25 µF ausgesetzt. Unmittelbar danach
wurden die Zellen in 1 ml steriles LB-Medium aufgenommen und 15 - 30 min bei
37 ◦C geschu¨ttelt. Zur Selektion positiver Transformanden wurden die Zellen auf LB-
Platten inkl. geeignetem Selektionsmarker ausgestrichen und u¨ber Nacht bei 37 ◦C
inkubiert.
Zur Transformation chemisch kompetenter Bakterien wurden ca. 100 µl Zellen mit
3 µl gereinigter Plasmid-DNA bzw. mit 8 µl Ligationsansatz (s. Kapitel 2.1.5) ver-
setzt und zur Anlagerung der DNA an die Zellen 30 min auf Eis inkubiert. An-
schließend wurden die Bakterien einem zweiminu¨tigen Hitzeschock (42 ◦C) ausge-
setzt. Nach zweiminu¨tiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen in 1 ml steriles
LB-Medium aufgenommen und fu¨r 1 h bei 37 ◦C inkubiert. Zur Selektion positiver
Transformanden wurden die Zellen auf LB-Platten inkl. geeignetem Selektionsmar-
ker ausgestrichen und u¨ber Nacht bei 37 ◦C inkubiert.
2.1.8 Verwendete Plasmide und klonierte Konstrukte
Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Plasmide kloniert. Tabelle 2.1 gibt
einen U¨berblick u¨ber alle verwendeten Vektoren und die daraus hervorgegangenen
Konstrukte.
Alle neu generierten Konstrukte wurden sequenziert (Fa. Medigenomix, Martinsried,
Deutschland).
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Tabelle 2.1: Verwendete Plasmide und generierte Konstrukte
Konstrukt Beschreibung Plasmid Referenz
pGEM4-Guf1 Konstrukt zur in vitro
Transkription/Translation
von Guf1; kodiert fu¨r
Guf1 (1-645)
pGEM4
(Promega)
diese Arbeit
pYX132-Guf1 Konstrukt zur
U¨berexpression von Guf1
in Hefe; kodiert fu¨r Guf1
(1-645); C-terminaler 1 ×
HA-tag
pYX132
(Invitrogen)
diese Arbeit
pMalcRI-Mrp4 Konstrukt zur
rekombinanten Expression
von Mrp4 in E. coli;
kodiert fu¨r Mrp4 (1-394);
N- terminaler MBP-tag
pMalcRI
(Promega)
diese Arbeit
pMalcRI-
Oxa1 N
(N. c.)
Konstrukt zur
rekombinanten Expression
des N-terminus von Oxa1
aus N. c. (70-142);
N-terminaler MBP-tag
pMalcRI
(Promega)
diese Arbeit
pMalcRI-L23
(N. c.)
Konstrukt zur
rekombinanten Expression
von L23 aus N. c. (1-228);
N-terminaler MBP-tag
pMalcRI
(Promega)
diese Arbeit
pQE30-Yml36
(N. c.)
Konstrukt zur
rekombinanten Expression
von Yml36 aus N. c.
(48-219); N-terminaler
His6-tag
pQE30
(Qiagen)
diese Arbeit
2.1.8.1 Klonierung von pGEM4-Guf1
Fu¨r die in vitro Synthese von radioaktiv markiertem Guf1 (s. Kapitel 2.5.4) wurde die
kodierende Sequenz des GUF1-Gens mittels PCR (s. Kapitel 2.1.2) aus genomischer
Hefe-DNA amplifiziert. Dazu wurden folgende Primer (5’ → 3’) verwendet:
Sc GUF1 F
ccc caa ttg atg ctg aaa ttt aga att agg cca g
SC GUF1 His R
ccc ctg cag cta acg gcg caa aaa agc ctg
Das PCR-Produkt wurde nachfolgend mit den Restriktionsenzymen Mfe I und Pst I
verdaut (s. Kapitel 2.1.3) und mittels Agarosegelelektrophorese (s. Kapitel 2.1.4) ge-
reinigt. Fu¨r die Ligation mit dem Vektor pGEM4 (Promega) wurde dieser ebenfalls
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verdaut (Enzyme EcoR I und Pst I) und gereinigt. Nach Ligation (s. Kapitel 2.1.5)
des DNA-Abschnitts mit dem linearisierten Plasmid wurde das Konstrukt in elektro-
kompetente XL1-blue Zellen transformiert (s. Kapitel 2.1.7), positive Klone selektio-
niert und die Plasmid-DNA auf erfolgreiche Integration des GUF1-Gens analysiert.
2.1.8.2 Klonierung von pYX132-Guf1
Zur U¨berexpression von Guf1 in Hefe wurde die kodierende Sequenz mittels PCR
(s. Kapitel 2.1.2) mit den Primern (5’ → 3’)
Sc GUF1 F
ccc caa ttg atg ctg aaa ttt aga att agg cca g
Sc GUF1 R
ccc acg cgt acg gcg caa aaa agc ctg
aus genomischer Hefe-DNA amplifiziert, enzymatisch verdaut (Mlu I, Mfe I; Kapi-
tel 2.1.3) und gereinigt. Anschließend erfolgte die Ligation (s. Kapitel 2.1.5) mit
dem linearisierten (EcoR I, Mlu I) Vektor pYX132. Nach Transformation in elektro-
kompetente XL1-blue Zellen (s. Kapitel 2.1.7) und positiver Selektion wurde das
Plasmid in gro¨ßerer Menge isoliert (s. Kapitel 2.1.1) und fu¨r die Transformation von
Hefezellen verwendet.
2.1.8.3 Konstrukte fu¨r die Antiko¨rperproduktion
Fu¨r die Produktion polyklonaler Antiko¨rper gegen Mrp4 aus Hefe und Oxa1, L23
bzw. Yml36 aus N. crassa wurden die Proteine rekombinant in E. coli exprimiert.
Dazu wurden ihre kodierenden Sequenzen in die Expressionsvektoren pQE30 (Qia-
gen) bzw. pMalcRI (New England Biolabs) kloniert (vgl. Tabelle 2.1). Dies geschah
mit Hilfe folgender Primer (5’ → 3’):
Sc Mrp4 pMalcRI F
ccc cac ctg cag atg cag aga cac gtt ttt gcg ag
Sc Mrp4 pMalcRI R
ccc aag ctt tca ttt ttc gtt att tct ggc caa g
Nc Oxa1 Nterm F
ggg aga tct gct tcg act ggt ccc gat
Nc Oxa1 Nterm R
ggg gga tcc gac gtg ctc ggt aag c
Nc L23 F
ccc gga tcc atg gcc tcc gta gcg aaa ac
Nc L23 R
ccc aag ctt tca ttg cct agt ctc cga ac
21
2.2. Methoden der Hefekultur und -genetik
Nc Yml36 F
gct gag aga tct ctg gtt ccg cgt gga tcc gca acc ttt gtc ccc cg
Nc Yml36 R
ggg aag ctt tta ctt ctt ctt gcc ata atg
Die erhaltenen PCR-Produkte wurden gereinigt und mit den entprechenden En-
zymen (Mrp4 HindIII I/Pst I, Oxa1 N-term BamH I/Bgl II, L23 BamH I/Hind III,
Yml36 Bgl II/Hind III) verdaut (s. Kapitel 2.1.3). Anschließend erfolgte die Ligation
(s. Kapitel 2.1.5) mit den linearisierten Vektoren. Nach Transformation in elektro-
kompetente XL1-blue Zellen (s. Kapitel 2.1.7) wurden positive Klone selektioniert
und die Plasmid-DNA auf erfolgreiche Integration der DNA-Sequenzen hin analy-
siert.
2.2 Methoden der Hefekultur und -genetik
2.2.1 Verwendete Hefesta¨mme
Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Hefesta¨mme generiert und eingesetzt.
Diese sind in Tabelle 2.2 zusammengefaßt.
Genaue Angaben zur Erzeugung der Sta¨mme befinden sich in Kapitel 2.2.6.
2.2.2 Kultur von S. cerevisiae
Fu¨r die Kultur von Hefezellen wurden verschiedene Voll- bzw. Selektivmedien ein-
gesetzt. Tabelle 2.3 gibt einen U¨berblick u¨ber deren Zusammensetzung.
Die Anzucht der Hefen erfolgte bei 30 ◦C. Davon abweichend wurden die Kulturen fu¨r
Wachstumstests und temperaturabha¨ngige Expressionstudien auch bei 15, 25 oder
37 ◦C kultiviert.
Als Kohlenstoffquelle in den verschiedenen Medien wurden, je nach Bedarf, Gluko-
se, Galaktose, Glyzerin oder Laktat verwendet. Fu¨r die Selektion von auxotrophen
Mutanten in S-(Selektiv-)Medium wurde dieses zusa¨tzlich mit den entsprechenden
Markern komplettiert.
Die Lagerung von S. cerevisiae-Sta¨mmen erfolgte in 15% [v/v] Glyzerin bei −70 ◦C.
Fu¨r die Anzucht wurden die Hefen von den Stocks auf Platte ausgestrichen und 2 -
3 Tage bei 30 ◦C inkubiert. Die Platten wurden zum Animpfen von Flu¨ssigkulturen
verwendet. Flu¨ssigkulturen wurden in der logarithmischen Wachstumsphase (OD600
von ca. 0,1 - 1,5) gehalten.
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Tabelle 2.2: Verwendete Hefesta¨mme
Stamm Wildtyp Genetische
Marker
Beschreibung Referenz
W303-1A ade2-1,
his3-1,15,
leu2-3,112,
trp1-1, ura3-1
Rothstein
[120]
Guf1 3 × HA W303-1A ade2-1,
his3-1,15,
leu2-3,112,
ura3-1
Chromosomal
kodiertes GUF1
mit C-term 3 ×
HA-tag
diese Arbeit
Gal1-Guf1 3 ×
HA
W303-1A ade2-1,
his3-1,15,
leu2-3,112,
ura3-1, Kan+
Chromosomal
kodiertes GUF1
mit C-term 3 ×
HA-tag unter
Kontrolle des
Gal1-Promotors
diese Arbeit
∆guf1::His3 W303-1A ade2-1,
leu2-3,112,
trp1-1, ura3-1
Chromosomale
Deletion von
GUF1 mit
HIS5-Kassette
diese Arbeit
Oxa1∆C (1-331) CW04-α ade2-1,
his3-1,15,
leu2-3,112,
trp1-1, ura3-1
Stop-Codon an
Position aa332
im OXA1-Gen
Szyrach et
al. [137]
Oxa1∆C
(1-331)/
∆guf1::His3
CW04-α ade2-1,
leu2-3,112,
trp1-1, ura3-1,
Stop-Codon an
Position aa332
im OXA1-Gen;
Chromosomale
Deletion von
GUF1 mit
HIS5-Kassette
diese Arbeit
BY4742
(Wildtyp)
his3-1, leu2-0,
lys2-0, ura3-0
Brachmann
et al. [18]
∆guf1::KanMX4 BY4742 his3-1, leu2-0,
lys2-0, ura3-0,
Kan+
Chromosomale
Deletion von
GUF1 mit
Kan-Kassette
Brachmann
et al. [18]
pYX132-Guf1 W303-1A ade2-1,
his3-1,15,
leu2-3,112,
ura3-1
Guf1 mit
C-term 1 ×
HA-tag unter
Kontrolle des
TPI-Promotors
diese Arbeit
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Tabelle 2.3: Medien fu¨r die Anzucht von Hefe
A) Voll- und Selektivmedien fu¨r die Hefeanzucht
Bezeichnung Zusammensetzung
YP-Medium (Vollmedium) 10 g/l Hefeextrakt, 20 g/l Bacto-Pepton,
pH 5,5 mit HCl
Laktat-Medium (Vollmedium) 3 g/l Hefeextrakt, 1 g/l K2HPO4, 1 g/l
NH4Cl, 0,5 g/l CaCl2, 0,5 g/l NaCl,
0,6 g/l MgSO4, 0,3 ml/l 1% [w/v] FeCl3,
2% [v/v] Laktat, pH 5,5 mit KOH
S-(Selektiv-) Medium 0,17% [w/v] Yeast Nitrogen Base ohne
Aminosa¨uren, 0,5% [w/v] (NH4)2SO4
B) Kohlenstoffquellen
Kohlenstoffquellen Endkonzentration im Medium
Glukose (D) 0,5-2% [w/v]
Galaktose (Gal) 0,5-2% [w/v]
Glyzerin (G) 0,5-2% [v/v]
Laktat 2% [v/v]
C) Selektionsmarker
Selektionsmarker Endkonzentration im Medium (mg/ml)
Adenin 20
Urazil 20
Histidin 20
Lysin 30
Leucin 30
Tryptophan 20
2.2.3 Bestimmung von Wachstumspha¨notypen in S. cerevisiae
2.2.3.1 Bestimmung des Wachstums in Flu¨ssigkultur
Zur Bestimmung von Wachstumsdefekten in flu¨ssigen Medien wurden Hefen in
Laktat- oder YP-Medium (s. Tabelle 2.3) angezogen, welches mit der gewu¨nsch-
ten Kohlenstoffquelle supplementiert worden war (Kulturvolumen jeweils 10 ml).
Ausgehend von dieser Startkultur wurden die Hefen bei unterschiedlichen Bedin-
gungen auf Wachstumsdefekte getestet. Dazu wurde die jeweilige Verdoppelungszeit
der Hefesta¨mme t(D) berechnet. Dies geschah mit Hilfe folgender Formel
t(D) =
ln(2)∆t
ln(ODfinODini )
wobei ODfin die Optische Dichte der Kultur zum aktuellen Zeitpunkt beschreibt,
ODini die zu Beginn der Inkubation und ∆t die Dauer der Anzucht.
Die fu¨r die Berechnung notwendigen optischen Dichten wurden in regelma¨ßigen
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Zeitabsta¨nden (2 h) bestimmt. Alle Kulturen wurden in der logarithmischen Wachs-
tumsphase gehalten.
2.2.3.2 Bestimmung des Wachstums auf festen Medien (Tu¨pfeltest)
Fu¨r die Durchfu¨hrung von Tu¨pfeltests wurden die gewu¨nschten Hefesta¨mme u¨ber
Nacht bei 30 ◦C in 10 ml des entsprechenden Mediums angezogen und am Morgen
auf eine OD600 von 0,2 verdu¨nnt. Nachdem die Zellen ausreichend dicht gewachsen
waren (OD600 = 1,0), wurde je 1 OD600 geerntet und in Wasser gewaschen. Danach
wurden die Sta¨mme auf eine OD600 von 0,5/ml in Wasser eingestellt. Ausgehend
davon wurde eine serielle Verdu¨nnungsreihe (4 × 1:10) in Wasser hergestellt. Pro
Verdu¨nnung wurden jeweils 3,5 µl auf verschiedene YP-Platten aufgebracht und
1 - 3 Tage bei der zu untersuchenden Temperatur inkubiert.
2.2.4 Isolierung von genomischer DNA aus S. cerevisiae
Fu¨r die Isolierung von genomischer DNA aus S. cerevisiae wurden Hefen in 20 ml
YPD-Medium (s. Tabelle 2.3) u¨ber Nacht bei 30 ◦C und 140 rpm inkubiert. Nach-
dem die Zellen durch Zentrifugation (5 min, 5.000× g, RT) geerntet worden waren,
wurden diese in 2 ml Lysepuffer (2% [v/v] Triton X-100, 1% [w/v] SDS, 100 mM
NaCl, 10 mM Tris pH 8,0, 1 mM EDTA) mit Hilfe von Glasku¨gelchen (Durchmesser
2 mm) aufgeschlossen. Der Zellaufschluß wurde anschließend mit 2 ml Phenol ver-
setzt und 10 min bei 5.000× g, RT zentrifugiert. Die obere Phase wurde vollsta¨ndig
abgenommen und mit 1 ml Phenol sowie 1 ml Chloroform gemischt. Nach erneuter
Zentrifugation wurde abermals die obere Phase abgenommen, mit 1 ml Chloroform
extrahiert und zentrifugiert. Die obere Phase wurde abgenommen und die DNA
durch Zugabe von 200 µl 3 M Natriumacetat (pH 4,8) und 5 ml 100% [v/v] Ethanol
gefa¨llt. Nach zwanzigminu¨tiger Inkubation bei −20 ◦C wurde die DNA 30 min bei
19.000× g und 4 ◦C zentrifugiert, mit 70% [v/v] Ethanol gewaschen und 5 min bei
RT getrocknet. Die gereinigte DNA wurde in 150 µl sterilem Wasser aufgenommen
und in Aliquots zu 20 µl bei −20 ◦C gelagert. 2 - 5 µl der DNA-Lo¨sung dienten als
Matrize fu¨r die Amplifikation von verschiedenen DNA-Abschnitten mittels PCR (s.
Kapitel 2.1.2).
2.2.5 Transformation von S. cerevisiae
Die Transformation von S. cerevisiae erfolgte nach der Lithiumacetat-Methode [45].
Dazu wurden 20 ml YPD-Medium mit einer U¨bernachtkultur angeimpft und bei
30 ◦C unter Schu¨tteln bis zu einer OD600 von 0,5 angezogen. Anschließend wur-
den insgesamt 4 OD600 der Kultur durch Zentrifugation geerntet (5 min, 5.000× g,
RT), in sterilem Wasser gewaschen und 10 min bei 30 ◦C in sterilem Lithiumacetat
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(100 mM) inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (s. o.) wurde das Zellpellet mit
240 µl 50% [v/v] Polyethylenglycol-3350 u¨berschichtet. U¨ber diesen Ansatz wurden
in einem Gesamtvolumen von 360 µl 36 µl 1 M Lithiumacetat, 5 µl hitzedenaturierte
Lachsspermien-DNA (2 mg/ml) und 5 - 40 µl DNA geschichtet. Die Proben wurden
gemischt und 45 min bei 42 ◦C inkubiert.
Zur Selektion positiver Transformanden wurden die Hefen zentrifugiert, in 100 µl
sterilem Wasser resuspendiert und auf selektivem Medium ausgestrichen. Die Plat-
ten wurden 3 - 5 Tage bei 30 ◦C inkubiert. Entstandene Kolonien wurden durch
erneutes Plattieren auf Selektivmedium vereinzelt. Die Identita¨t der Klone wurde
mittels PCR (s. Kapitel 2.1.2) oder u¨ber Zellaufschluß und Immunoblots (s. Kapi-
tel 2.4.1/2.5.8/2.5.10) besta¨tigt.
2.2.6 Generation mutanter Hefesta¨mme
Mutante Hefesta¨mme wurden entweder durch homologe Rekombination amplifizier-
ter DNA-Sequenzen mit dem chromosomalen Hefegenom erzeugt oder durch ektopi-
sche Genexpression von Plasmidvektoren. Durch homologe Rekombination wurden
folgende Sta¨mme erzeugt:
• Guf1-3 × HA
• Gal1-Guf1-3 × HA
• ∆guf1::His3
• Oxa1(1-331)/∆guf1::His3
Fu¨r die Amplifikation der DNA-Sequenzen wurden folgende Primer (5’ → 3’) ver-
wendet:
Sc GUF1 HA F
gta ggt aat att caa atc aac caa gag gca tat cag gct ttt ttg cgc cgt cgt acg ctg
cag gtc gac
Sc GUF1 HA R
cag ctt ggt ata att tta aaa tgg taa taa caa taa tat gca atg cta atc gat gaa ttc
gag ctc g
Sc GUF1 Gal1 F
cgc aac cat tga aaa aga gcc atg aat atg gga aac tag ttg cac ata aaa atg cgt acg
ctg cag gtc gac
Sc GUF1 Gal1 R
cgt gtc gtt tat aac acc gta tat gtc tca ctg gcc taa ttc taa att tca g cat cga tga
att ctc tgt cg
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Sc GUF1 Dis F
cat tga aaa aga gcc atg aat atg gga aac tag ttg cac ata aaa cgg atc ccc ggg tta
att aa
Sc GUF1 Dis R
ctt ggt ata att tta aaa tgg taa taa caa taa tat gca atg gaa ttc gag ctc gtt taa
ac
Kursiv geschriebene Sequenzabschnitte kennzeichnen zu den Matrizen homologe Be-
reiche. Als Matrizen fu¨r die Amplifikation der DNA-Kassetten dienten die Plasmide
pYM22 [60], pYm22N [60] und pFA6a-His3MX6 [75].
Amplifizierte DNA-Fragmente wurden gereinigt und in den haploiden Hefestamm
W303-1A [120] transformiert (s. Kapitel 2.2.5). Einen U¨berblick u¨ber die erzeugten
Hefesta¨mme und ihre genetischen Marker gibt Tabelle 2.2.
Zur U¨berexpression von Guf1 in Hefe wurde dessen kodierende Sequenz in das Plas-
mid pYX132 eingebracht (TPI-Promotor; Klonierung s. Kapitel 2.1.8.2). Mit dem
Konstrukt wurden Wildtyp-Hefen (W303-1A) transformiert und selektioniert (s. Ka-
pitel 2.2.5). Positive Klone wurden mittels Zellaufschluß, SDS-PAGE und Immuno-
blot analysiert (s. Kapitel 2.4.1/2.5.8/2.5.10).
2.3 Kultur von N. crassa
Fu¨r die Reinigung von Oxa1 aus N. crassa wurde ein Stamm verwendet, der eine
ektopische Version des oxa1-Gens enthielt [96]. Die genaue Bezeichnung und der
genetische Hintergrund des Stammes sind in Tabelle 2.4 dargestellt.
Tabelle 2.4: Genetischer Hintergrund und Bezeichnung des verwendeten N. crassa-
Stammes
Stamm Genetischer Hintergrund
K5-15-23-1 a;
cyh-2, lys-2, leu-5, mei-2, oxa1RIP
oxa1-his6RIP (EC)
2.3.1 Verwendete Medien
Fu¨r die Anzucht von N. crassa wurden sowohl flu¨ssige als auch feste Medien ver-
wendet. Tabelle 2.5 gibt einen U¨berblick u¨ber deren Zusammensetzung.
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Tabelle 2.5: Medien zur Anzucht von N. crassa
A) Verwendete Medien und deren Zusammensetzung
Medium Zusammensetzung
Vollmedium 2,5 g/l Hefeextrakt,10 g/l Zucker 1 g/l
Pepton Casein, 1 [v/v] Glyzerin, 5 ml /l
Vitaminlo¨sung (...), 20 ml/l Vogels 50 ×
Stocklo¨sung (Vogels), 18 g/l Agar
Minimalmedium 20 ml/l Vogels 50 × Stocklo¨sung
(Vogels), 2% [w/v] Zucker
B) Verwendete Selektionsmarker
Zusa¨tze Konzentration
Lysin 146 mg/l
Leucin 130 mg/l
2.3.2 Kultur von N. crassa
Zur Anlage einer Startkultur in Vollmedium (A-Kolben) wurde der N. crassa-Stamm
von konservierten Konidien angeimpft. Diese wurden mit einer sterilen Impfo¨se
gleichma¨ßig auf dem Na¨hrboden verteilt und anschließend 4 - 5 Tage in vo¨lliger
Dunkelheit bei 30 ◦C inkubiert. Zur Konidienbildung wurde der Kolben fu¨r weite-
re 7 Tage im Licht bei RT stehen gelassen. Aus diesem A-Kolben wurden weitere
Vollmediumskolben (B-Kolben) angeimpft. Diese wurden ebenfalls 4 - 5 Tage bei
Dunkelheit und 7 Tage am Licht inkubiert. Die Ernte der Konidien in den B-Kolben
erfolgte durch Zugabe von ca. 20 ml sterilem Wasser und Umschwenken der bewach-
senen Kolben. Die erhaltenen Konidiensuspensionen wurden vereinigt, u¨ber Nacht
unter Zusatz von 100 µg/ml Ampicillin geru¨hrt und zum Animpfen von Flu¨ssig-
kulturen verwendet. Kulturen bis zu 32 l wurden mit 0,5 - 1 B-Kolben pro Liter
angeimpft. Die Kulturen wurden 20 - 36 h bei 25 ◦C unter Belu¨ftung und Dauer-
licht inkubiert. Das gewachsene Myzel wurde mittels Filtration geerntet und fu¨r die
Isolierung von Mitochondrien aus N. crassa (s. Kapitel 2.4.4) verwendet.
Um Dauerkulturen von N. crassa anzulegen, wurden Konidien von zwei A-Kolben in
10 ml 10% [w/v] steriler Magermilchlo¨sung geerntet, durch Glaswolle gefiltert und
portionsweise (ca. 500 µl pro Stock) mit 1 g sterilem Kieselgel gemischt. Die Stocks
wurden 3 Wochen im Exsikkator getrocknet und anschließend bei −20 ◦C gelagert.
2.4 Zellbiologische Untersuchungsmethoden
2.4.1 Proteinextraktion aus S. cerevisiae
Die Isolierung von Gesamtprotein aus Hefe erfolgte nach einem modifizierten Pro-
tokoll von Kushnirov et al. [69]. Zellen einer U¨bernachtkultur (2,0 OD600) wurden
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durch Zentrifugation (2 min, 5.000× g, RT) geerntet und in sterilem Wasser gewa-
schen. Danach wurden diese in 50 µl 1 × Laemmli-Puffer (s. Kapitel 2.5.8) resus-
pendiert. Zum Aufschluß der Zellen wurde eine Spatelspitze Glasku¨gelchen (0,5 mm
Durchmesser) zu den Proben gegeben und 2× 30 sec auf dem Vortex-Gera¨t gemischt.
Anschließend wurden die Proben 2 min bei 95 ◦C gekocht und mit 1 × Laemmli-
Puffer auf ein Gesamtvolumen von 75 µl gebracht. Ein Drittel der Proben wurde
mittels SDS-PAGE und Immunoblots (s. Kapitel 2.5.8/2.5.10 und Kapitel 2.6.4)
analysiert.
2.4.2 Aufschluß und Subfraktionierung von Hefezellen
Fu¨r die Trennung von Zytosol und Mitochondrien wurden Hefezellen, wie unter Ka-
pitel 2.4.3 beschrieben, in Spha¨roblasten u¨berfu¨hrt und aufgebrochen. Nach Ernte
der mitochondrialen Fraktion (Pellet) wurde der U¨berstand (zytosolische Fraktion)
gesammelt und durch erneute Zentrifugation (30 min, 100.000× g, 4 ◦C) von ver-
unreinigenden Membranresten befreit. Die mitochondriale Fraktion wurde weiter
gereinigt (s. Kapitel 2.4.3) und zusammen mit der zytosolischen Fraktion mittles
SDS-PAGE und Immunoblots (s. Kapitel 2.5.8/2.5.10 und Kapitel 2.6.4) analysiert.
2.4.3 Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae
Die Isolierung von Mitochondrien aus Hefezellen erfolgte nach Daum et al. [28].
Dazu wurden Hefen bis zu einer OD600 von 0,8 - 1,5 angezogen, durch Zentrifu-
gation (3.000× g, 5 min, RT) geerntet und mit destilliertem Wasser gewaschen.
Nach Bestimmung des Feuchtgewichtes (FG) wurden die Zellen in DTT-haltigem
Puffer (2 ml/g FG; 100 mM Tris pH-Wert nicht eingestellt, 10 mM DTT) 10 min
bei 30 ◦C geschu¨ttelt. Die Zellen wurden erneut geerntet (s. o.) und in 1,2 M Sor-
bitol gewaschen. Um die Zellwand enzymatisch aufzuschließen, wurden die Hefen
45 min bei 30 ◦C in Zymolyasepuffer (0,15 g FG pro ml Puffer; 1,2 M Sorbitol, 2 mg
Zymolyase pro Gramm FG, 20 mM Kaliumphosphat pH 7,4) unter Schu¨tteln inku-
biert. Der Verdau der Zellwand wurde photometrisch verfolgt. Dazu wurden 50 µl
Zellsuspension in 1 ml Wasser oder 1,2 M Sorbitol aufgenommen und die OD bei
600 nm bestimmt. Die Spha¨roblastenbildung wurde als vollsta¨ndig angesehen, so-
bald die OD600 in Wasser nur noch etwa 20% der OD600 in Sorbitol betrug. Die
entstandenen Spha¨roplasten wurden 5 min bei 1.000× g (4 ◦C) zentrifugiert und
zum Aufbruch in eiskaltem Homogenisierungspuffer (0,6 M Sorbitol, 1 mM ED-
TA, 0,2% [w/v] fettsa¨urefreies BSA, 1 mM PMSF, 10 mM Tris-HCl pH 7,4) mit
einer Konzentration von 0,15 g/ml resuspendiert. Die Suspension wurde in einen
Glashomogenisator gegeben und durch 10 - 15 Sto¨ße aufgebrochen. Der Zellauf-
schluß wurde nochmals mit der gleichen Menge an Homogenisierungspuffer versetzt
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und Zelltru¨mmer durch zweimaliges Zentrifugieren bei 1.200× g (5 min, 4 ◦C) ab-
getrennt. Die Mitochondrien wurden aus dem U¨berstand sedimentiert (11.000× g,
4 ◦C, 12 min), in 20 ml SH-Puffer (0,6 M Sorbitol, 20 mM Hepes/KOH pH 7,4) gewa-
schen und in 0,5 - 1,5 ml SH-Puffer aufgenommen. Von dieser Suspension wurde eine
Proteinbestimmung nach Bradford (s. Kapitel 2.5.2) durchgefu¨hrt und anschließend
die Proteinkonzentration der Suspension mit SH-Puffer auf 10 mg/ml eingestellt.
Die Mitochondrien wurden aliquotiert, in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und
bei −80 ◦C aufbewahrt.
2.4.4 Isolierung von Mitochondrien aus N. crassa
Als Ausgangsmaterial fu¨r die Isolierung von Mitochondrien aus N. crassa diente das
gewachsene Myzel einer 32 l Kultur (s. Kapitel 2.3.2). Dieses wurde durch Filtration
geerntet und das Frischgewicht bestimmt. Fu¨r den Aufschluß wurden die Hyphen
auf Eis geku¨hlt, mit der gleichen Menge Sand und dem zweifachen Volumen SET-
Puffer I (250 mM Saccharose, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM PMSF)
gemischt und zwei Mal durch eine Kugelmu¨hle gelassen. Um den Sand abzutrennen,
wurde das Homogenat zwei Mal zentrifugiert (5 min, 1.000× g, 4 ◦C). Anschließend
wurden die Mitochondrien durch Zentrifugation (50 min, 7.000× g, 4 ◦C) aus dem
Lysat gewonnen und in 200 ml SET-Puffer II (250 mM Saccharose, 0,2 mM EDTA,
10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM PMSF) resuspendiert. Zur weiteren Aufreinigung
wurde die Suspension zehn Mal mit einem Glashomogenisator behandelt, mit ST-
Puffer (250 mM Saccharose, 10 mM Tris-HCl pH 7,5) gewaschen und in 20 - 50 ml
ST-Puffer resuspendiert. Von den gereinigten Mitochondrien wurde ein Aliquot zur
Bestimmung des Proteingehalts (s. Kapitel 2.5.2) abgenommen. Der Rest wurde in
flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bei −80 ◦C gelagert.
2.4.5 Submitochondriale Lokalisierung von Proteinen
Zur Lokalisierung von Proteinen in Mitochondrien wurden unterschiedliche Verfah-
ren eingesetzt, zum einen alkalische und denaturierende Extraktionen, zum anderen
Proteaseverdau von Mitochondrien und Mitoplasten.
2.4.5.1 Alkalische Extraktion mitochondrialer Membranen
Zur Extraktion von peripher assoziierten Proteinen aus mitochondrialen Membra-
nen wurden isolierte Mitochondrien 10 min bei 12.000× g und 4 ◦C pelletiert und
30 min in 100 mM ungepuffertem kaltem Natriumcarbonat bei 4 ◦C extrahiert. Der
Extrakt wurde zentrifugiert (20 min, 100.000× g, 4 ◦C) und der U¨berstand aus der
Zentrifugation denaturierend gefa¨llt (s. Kapitel 2.5.1). Das Membranpellet wurde
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in 1 × Laemmli-Puffer(s. Kapitel 2.5.8) aufgenommen. Alle Proben wurden mittels
SDS-PAGE und Immunoblots analysiert (s. Kapitel 2.5.8/2.5.10 und Kapitel 2.6.4).
2.4.5.2 Denaturierende Extraktion mitochondrialer Membranen
Die denaturierende Extraktion wurde im Wesentlichen wie die alkalische Extraktion
mitochondrialer Membranen (s. Kapitel 2.4.5.1) durchgefu¨hrt. Anstelle von Natri-
umcarbonat wurde hier jedoch 4 M Harnstoff fu¨r die Extraktion verwendet und bei
RT gearbeitet.
2.4.5.3 Erzeugung von Mitoplasten und Proteaseverdau
Zur Lokalisierung von Proteinen in isolierten Mitochondrien und Mitoplasten wurde
deren Zuga¨nglichkeit fu¨r einen Verdau durch Proteinase K (PK) getestet. Um aus
100 µg isolierten Mitochondrien Mitoplasten zu erzeugen, wurden diese in 100 µl
SH-Puffer (Zusammensetzung s. Kapitel 2.4.3) aufgenommen. Anschließend wurde
die Mitochondriensuspension 1:10 mit 20 mM Hepes/KOH pH 7,4 verdu¨nnt und
10 - 30 min auf Eis inkubiert, um die Außenmembran durch hypotones Schwellen zu
zersto¨ren. Zum Verdau von Proteinen in der Außenmembran, dem Intermembran-
raum und der mitochondrialen Innenmembran wurden 25 - 50 µg/ml PK zugegeben
und weitere 20 min auf Eis inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von
2 mM PMSF gestoppt. Anschließend wurden die Proben in SHKCl-Puffer (Zusam-
mensetzung s. Kapitel 2.4.6) gewaschen und in 1 × Laemmli-Puffer (s. Kapitel 2.5.8)
resuspendiert. Die Analyse erfolgte mittels SDS-PAGE und Immunoblots (s. Kapi-
tel 2.5.8/2.5.10 und Kapitel 2.6.4).
Zu Kontrollzwecken wurden auch Proben verdaut, die in SH-Puffer inkubiert worden
waren bzw. Proben, die in 1% [v/v] Triton X-100 solubilisiert worden waren.
2.4.6 in vitro Import radioaktiv markierter Proteine in isolierte He-
femitochondrien
Der Import von in vitro synthetisierten Vorstufenproteinen (s. Kapitel 2.5.4) er-
folgte je nach Bedarf in Importpuffer mit oder ohne BSA (0,6 M Sorbitol, 50 mM
Hepes/KOH pH 7,4, 80 mM KCl, 10 mM Magnesiumacetat, 2 mM KH2PO4 pH 7,4,
2,5 mM MnCl2, [3% [w/v] fettsa¨urefreies BSA]). Ein Standardansatz enthielt 0,5
mg/ml Mitochondrien (50 µg pro Gelspur) in dem beschriebenen Importpuffer unter
Zusatz von 2,5 mM ATP, 5 mM NADH, 10 mM Kreatinphosphat und 100 µg/ml
Kreatinkinase. Der Import wurde durch die Zugabe von 2 - 4% [v/v] Retikulozy-
tenlysat, welches das radioaktiv markierte Protein enthielt, gestartet und erfolgte
fu¨r unterschiedliche Zeiten bei 25 ◦C. Um das Membranpotential zu zersto¨ren, wur-
de das NADH durch 1 µM Valinomycin ersetzt. Alle Importansa¨tze wurden durch
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Verdu¨nnung in kaltem SH (1:10, Zusammensetzung s. Kapitel 2.4.3) gestoppt. Nicht
importiertes Vorstufenprotein wurde durch Zugabe von 50 µg/ml PK verdaut.
Zur submitochondrialen Lokalisation des importierten Proteins fand der Verdau un-
ter hypotonischen und isotonischen Bedingungen statt (s. Kapitel 2.4.5.3). Nach
Abstoppen des Verdaus mit 2 mM PMSF wurden die Mitochondrien 10 min bei
12.000× g (4 ◦C) sedimentiert, in SHKCl (0,6 M Sorbitol, 80 mM KCl, 20 mM He-
pes/KOH pH 7,4) gewaschen und in 25 µl 1 × Laemmli-Puffer (s. Kapitel 2.5.8)
resuspendiert.
2.4.7 Radioaktive Markierung mitochondrialer Translations-
produkte in organello
Die Translation mitochondrial kodierter Proteine [110] wurde in isolierten Mito-
chondrien oder Mitoplasten durchgefu¨hrt (s. Kapitel 2.4.5.3). Ein Standardansatz
enthielt 50 µg isolierte Mitochondrien in 20 µl SH-Puffer (Zusammensetzung s. Kapi-
tel 2.4.3) und 40 µl 1,5 × Translationspuffer (0,9 M Sorbitol, 225 mM KCl, 22,5 mM
Kaliumphosphat pH 7,4, 19,5 mM MgSO4, 6 mM ATP, 0,75 mM GTP, 7,5 mM
α-Ketoglutarat, 7,5 mM Phosphoenolpyruvat, 225 µg/ml aller proteinogenen Ami-
nosa¨uren außer Methionin, 30 mM Tris-HCl pH 7,4, 4,5 mg/ml fettsa¨urefreies BSA,
10 µg/ml Pyruvatkinase). Nach zweiminu¨tiger Vorinkubation wurde der Ansatz in
Anwesenheit von [35S]Methionin (10 µCi) fu¨r 15 min bei 25 ◦C inkubiert. Die Trans-
lation wurde durch die Zugabe von 3 µl 200 mM Methionin und 3 µl Puromycin
(1 mg/ml) gestoppt, die Mitochondrien wurden in 1 ml SH-Puffer gewaschen und
in 25 µl 1 × Laemmli-Puffer (s. Kapitel 2.5.8) resuspendiert. Fu¨r die SDS-PAGE
wurden die Proben 10 min bei RT geschu¨ttelt, jedoch nicht gekocht, um die Agg-
regation hydrophober Membranproteine zu verhindern. Wurde im Anschluß an die
in organello Translationsreaktion ein Quervernetzungsexperiment (s. Kapitel 2.5.5)
durchgefu¨hrt, so wurde 1,5 × Translationspuffer mit 30 mM Hepes/KOH pH 7,5
und ohne BSA verwendet.
2.4.8 Aggregation radioaktiv markierter Translationsprodukte in
isolierten Mitochondrien
Die Aggregation mitochondrial kodierter Proteine wurde im Anschluß an deren ra-
dioaktive Markierung in organello (s. Kapitel 2.4.7) analysiert. Typischerweise wur-
den dafu¨r 50 µg isolierte Mitochondrien eingesetzt. Diese wurden nach der in orga-
nello Translation in 100 µl Lysepuffer (1% [w/v] Triton X-100, 50 mM KCl, 5 mM
MgCl2, 20 mM Tris pH 7,5, 1 mM PMSF) 15 min auf Eis solubilisiert. Anschlies-
send wurde das Lysat zur Abtrennung nichtsolubilisierter Membranteile und großer
Aggregate 5 min bei 1.000× g, 4 ◦C zentrifugiert. Zur Gewinnung der aggregierten
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Translationsprodukte wurde das Lysat nochmals fu¨r 20 min bei 390.000× g, 4 ◦C
zentrifugiert. Der U¨berstand wurde abgenommen und TCA gefa¨llt (s. Kapitel 2.5.1).
Die Pellets wurden in 1 × Laemmlipuffer aufgenommen und zusammen mit dem
U¨berstand mittels SDS-PAGE, Western Blotting und Autoradiographie analysiert
(s. Kapitel 2.5.8/2.5.10 und Kapitel 2.5.11).
2.4.9 Isolierung von mitochondrialen Ribosomen aus S. cerevisiae
und N. crassa
Die Reinigung von Ribosomen aus isolierten Mitochondrien erfolgte in zwei Stufen.
Die Ribosomen wurden zuna¨chst mit Hilfe eines Saccharosekissens aus mitochon-
drialem Lysat angereichert. Anschließend wurden sie resuspendiert und u¨ber einen
linearen Saccharosegradienten gereinigt [97].
Als Ausgangsmaterial fu¨r Reinigungen im pra¨parativen Maßstab dienten ca. 20 mg
isolierte Hefemitochondrien (s. Kapitel 2.4.3) oder 2 g isolierte Mitochondrien aus
N. crassa (s. Kapitel 2.4.4). Die Zusammensetzung der beno¨tigten Puffer ist in Ta-
belle 2.6 beschrieben.
Tabelle 2.6: Puffer fu¨r die Isolierung mitochondrialer Ribosomen
S. cerevisiae N. crassa
Lysepuffer 1% TX, 50 mM KAcetat,
50 mM CaAcetat, 20 mM
Tris pH 7,5, 2,5 mM DTT,
1 mM PMSF
1% TX, 100 mM NH4Cl,
10 mM MgCl2, 20 mM
Tris pH 7,5, 1 mM PMSF
Saccharosekissen 1,4 M Saccharose, 50 mM
KAcetat, 50 mM
CaAcetat, 20 mM Tris
pH 7,5, 2,5 mM DTT
1,4 M Saccharose, 100 mM
NH4Cl, 10 mM MgCl2,
20 mM Tris pH 7,5
Resuspensions-/
Bindepuffer
0,03% DDM, 0,0045%
CL, 50 mM KAcetat,
10 mM MgAcetat, 20 mM
Tris pH 7,5
0,03% DDM, 0,0045%
CL, 100 mM NH4Cl,
10 mM MgCl2, 20 mM
Tris pH 7,5
Fu¨r die Reinigung der Ribosomen wurden frisch isolierte Mitochondrien in Lyse-
puffer aufgenommen und zur Solubilisierung 45 min bei 4 ◦C rotiert. Nichtsolu-
bilisierte Membranbestandteile wurden anschließend durch Zentrifugation (5 min,
10.000× g, 4 ◦C) abgetrennt. Das Lysat wurde zur Pelletierung der Ribosomen u¨ber
ein Saccharosekissen (Volumenverha¨ltnis Kissen zu Probe 1:4) geschichtet und 2 h
bei 275.000× g, 4 ◦C zentrifugiert. Der U¨berstand und das Saccharosekissen wur-
den verworfen und das ribosomale Pellet in ca. 500 µl Resuspensionspuffer durch
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vorsichtiges Umschwenken aufgenommen. Um Aggregate abzutrennen, wurde die
Ribosomensuspension kurz zentrifugiert (5 min, 10.000× g, 4 ◦C) und danach auf li-
neare Saccharosegradienten geladen. Nach dreistu¨ndiger Zentrifugation (200.000× g,
4 ◦C) wurden die Gradienten in 250 µl Fraktionen geerntet und gleichzeitig deren
RNA-Profil photometrisch (Messung bei 260 nm) bestimmt. Fraktionen, die assem-
blierte Ribosomen enthielten, wurden gesammelt und vereinigt. Die so gewonnenen
mitochondrialen Ribosomen wurden in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bis
zur Verwendung fu¨r Bindungsexperimente (s. Kapitel 2.5.7) bei −70 ◦C gelagert.
2.4.10 Bestimmung von Enzymaktivita¨ten in isolierten Mitochon-
drien
Zur photometrischen Bestimmung mitochondrialer Enzymaktivita¨ten wurden Prote-
inmengen eingesetzt, die zu Extinktionsa¨nderungen von 0,015 - 0,060 pro min fu¨hr-
ten. Anhand dieser Extinktionsa¨nderungen wurden nach dem Lambert-Beer’schen
Gesetz die jeweiligen Enzymaktivita¨ten berechnet. Alle Aktivita¨ten wurden in min-
destens drei Wiederholungen bestimmt.
2.4.10.1 Bestimmung der Malatdehydrogenase Aktivita¨t
Die Malatdehydrogenase (MDH) katalysiert die Umsetzung von Malat zu Oxalacetat
(und umgekehrt) in der mitochondrialen Matrix. Dabei fungiert NAD+ als Elektro-
nenakzeptor bzw. NADH als Donor. Die Entstehung von NADH bzw. NAD+ kann
photometrisch bei 340 nm bestimmt werden.
Alle Messungen wurden bei 25 ◦C in einem Endvolumen von 1 ml durchgefu¨hrt.
Eine Standardreaktion enthielt 80 mM Oxalacetat und 0,4 mM NADH in 100 mM
Kaliumphosphat pH 7,4 und wurde durch die Zugabe von 15 µg in 0,5% [v/v]
Trition X-100 solubilisierter Mitochondrien gestartet. Die A¨nderung der Absorption
wurde u¨ber einen Zeitraum von 200 sec verfolgt. Die Enzymaktivita¨t wurde u¨ber die
Steigung der Absorptionskurve im linearen Bereich (Zeitraum 40 - 80 sec) bestimmt
und mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes und des Extinktionskoeffizienten von
NADH bei 340 nm (6220 M−1 cm−1) berechnet.
2.4.10.2 Bestimmung der Cytochrom c-Reduktase Aktivita¨t
Die Cytochrom c-Reduktase katalysiert die Reduktion von Cytochrom c an der
mitochondrialen Innenmembran. Diese Reaktion kann photometrisch bei 550 nm
gemessen werden.
Alle Messungen wurden bei 25 ◦C in einem Endvolumen von 1 ml durchgefu¨hrt.
Typischerweise wurden hierfu¨r 0,08% [w/v] Cytochrom c, 0,1 mM KCN und 15 µg
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in 0,5% [v/v] Trition × 100 solubilisierte Mitochondrien in 10 mM Kaliumphos-
phat pH 7,5 eingesetzt. Die Reaktion wurde nach 20 sec durch die Zugabe von
1 mM NADH gestartet. Die A¨nderung der Absorption wurde u¨ber einen Zeitraum
von 300 sec verfolgt. Die Enzymaktivita¨t wurde u¨ber die A¨nderung der Absorp-
tion im linearen Kurvenbereich (Zeitraum 50 - 100 sec) bestimmt und mit Hilfe des
Lambert-Beer’schen Gesetzes berechnet. Der Extinktionskoeffzient von Cytochrom
c bei 550 nm betra¨gt 18,5 mM−1 cm−1.
2.4.10.3 Bestimmung der Cytochrom c-Oxidase Aktivita¨t
Die Cytochrom c-Oxidase katalysiert die Reoxidation von Cytochrom c an der mito-
chondrialen Innenmembran. Zur Bestimmung der Cytochrom c-Oxidase Aktivita¨t
wurde die Oxidation von Cytochrom c bei 550 nm verfolgt.
Eine 1% [w/v] Cytochrom c-Lo¨sung (in 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5) wurde
zuna¨chst durch die Zugabe von Natriumdithionit vollsta¨ndig reduziert (Farbum-
schlag) und anschließend direkt fu¨r die Messungen verwendet. Alle Messungen wur-
den bei 25 ◦C in einem Endvolumen von 1 ml durchgefu¨hrt. Eine Standardreaktion
enhielt 0,08% [w/v] reduziertes Cytochrom c in 10 mM Kaliumphosphat pH 7,5 und
wurde durch die Zugabe von 15 µg in 0,5% [v/v] Trition X-100 solubilisierter Mito-
chondrien gestartet. Die A¨nderung der Absorption wurde u¨ber einen Zeitraum von
300 sec verfolgt. Die Enzymaktivita¨t wurde u¨ber die Steigung der Absorptionskurve
im linearen Bereich (Zeitraum 40 - 80 sec) und mit Hilfe des Lambert-Beer’schen
Gesetzes berechnet. Der Extinktionskoeffizient von Cytochrom c bei 550 nm betra¨gt
18,5 mM−1 cm−1.
2.5 Proteinchemische Untersuchungsmethoden
2.5.1 Fa¨llung von Proteinen mit TCA
Um Proteine aus wa¨ssrigen Lo¨sungen auszufa¨llen, wurden diese mit 18% [w/v] TCA
versetzt und 30 min auf Eis oder u¨ber Nacht bei −20 ◦C inkubiert. Danach wurden
die Proteine sedimentiert (45 min, 30.000× g, 4 ◦C), in kaltem Aceton gewaschen
und nach erneuter Zentrifugation (15 min, 19.000× g, 4 ◦C) 10 min bei RT getrock-
net. Die Proben wurden in 1 × Laemmli-Puffer (s. Kapitel 2.5.8) aufgenommen und
durch Schu¨tteln (15 min) resuspendiert.
2.5.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen
Die Bestimmung des Proteingehalts wurde nach Bradford [19] durchgefu¨hrt. Die
Quantifizierung erfolgte anhand einer Eichgeraden, die mit Hilfe eines vorgefertig-
ten Proteinstandards (Immunglobulin G, Fa. BioRad) erzeugt wurde. Alle Proben
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wurden fu¨r die Bestimmung mit einem 1:5 verdu¨nnten Bradfordreagenz (Fa. BioRad)
versetzt und 15 min bei RT inkubiert. Danach wurde die Proteinmenge photome-
trisch (Messung bei 595 nm) bestimmt.
2.5.3 Expression und Reinigung rekombinanter Proteine
Die Expression rekombinanter Proteine erfolgte fu¨r alle Konstrukte in der gleichen
Weise. Zuna¨chst wurden die Plasmide mittels Elektroporation oder Hitzeschock (vgl.
Kapitel 2.1.7) in kompetente E. coli BL21 (DE3)pLys S (Promega) oder XL1 blue
Zellen eingebracht. Nach Selektion positiver Transformanden wurde ein Klon u¨ber
Nacht in 10 ml LBAmp-Medium bei 37 ◦C angezogen. Von dieser Kultur wurden am
folgenden Tag 500 ml LBAmp-Medium mit einer OD600 von 0,1 angeimpft. Sobald die
Kultur eine OD600 von 0,6 erreicht hatte, wurde die Expression der Proteine durch
Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Um eine optimale Ausbeute zu gewa¨hrleisten,
wurde die Kultur ab diesem Zeitpunkt bei 24 ◦C inkubiert. Die Expression erfolg-
te u¨ber einen Zeitraum von 4 h. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation
(15 min, 3.000× g, RT) geerntet und bei −20 ◦C gelagert.
Die Reinigung der exprimierten Proteine erfolgte gema¨ß den Angaben in den Her-
stellerprotokollen der verwendeten Expressionsvektoren.
Die Reinigung von Oxa1-His6 aus N. crassa erfolgte unter nativen Bedingungen nach
Nargang et al. [96]. Als Startmaterial hierfu¨r dienten 1,8 g isolierte Mitochondrien
(s. Kapitel 2.4.4) aus dem N. crassa-Stamm K5-15-23-1 (s. Tabelle 2.4).
2.5.4 in vitro Synthese mitochondrialer Vorstufenproteine
Um radioaktiv markierte Vorstufenproteine in vitro zu synthetisieren, wurde das
in pGEM4 klonierte GUF1-Gen (vgl. Tabelle 2.1) mit Hilfe der SP6-Polymerase
transkribiert und anschließend in Kaninchen-Retikulozytenlysat in Gegenwart von
[35S]Methionin translatiert. Ein Standardtranskriptionsansatz enthielt 30 µl Premix
(40 mM Hepes/KOH pH 7,4, 6 mM Magnesiumacetat, 2 mM Spermidin, 100 µg/ml
BSA, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP/CTP/UTP, 0,1 mM GTP), 1 µl RNasin (40 U/µl),
2,5 µl M7G(5’)ppp(5’)G (2,5 mM) und 15 µl Plasmid-DNA. Der Ansatz wurde ge-
mischt und die Transkription durch Zugabe von 1 µl SP6 RNA-Polymerase (25 U/µl)
gestartet. Nach einstu¨ndiger Inkubation bei 37 ◦C wurde die RNA durch Zusatz von
5 µl 10 M Lithiumchlorid und 150 µl Ethanol fu¨r 30 min bei −20 ◦C gefa¨llt und an-
schließend fu¨r 30 min bei 25.000× g (4 ◦C) zentrifugiert. Die gefa¨llte RNA wurde mit
70% [v/v] Ethanol gewaschen und nach erneuter Zentrifugation (10 min, 25.000× g,
4 ◦C) 5 min bei RT getrocknet. Anschließend wurde die mRNA in 30 µl sterilem Was-
ser (unter Zusatz von 0,75 U RNasin) resuspendiert und bis zur Verwendung fu¨r die
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Translationsreaktion bei −20 ◦C gelagert.
Fu¨r die in vitro Translation mitochondrialer Vorstufenproteine wurden typischerwei-
se 140 µl Kaninchen-Retikulozytenlysat, 4 µl RNasin, 8 µl Aminosa¨ure-Mix (enthielt
alle proteinogenen Aminosa¨uren mit Ausnahme von Methionin in einer Konzentra-
tion von 1 mM), 16 µl [35S]Methionin (10 µCi) und 30 µl in sterilem Wasser suspen-
dierte mRNA gemischt. Der Ansatz wurde 60 min bei 30 ◦C inkubiert und anschlies-
send 30 min bei 90.000× g (4 ◦C) zentrifugiert. Der U¨berstand wurde aliquotiert, in
flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bei −70 ◦C aufbewahrt.
2.5.5 Quervernetzung mitochondrialer Translationsprodukte
Die Quervernetzung von mitochondrialen Translationsprodukten mit mitochondri-
alen Proteinen wurde unter Translationsbedingungen (s. Kapitel 2.4.7) durchgefu¨hrt.
Nach Inkubation bei 30 ◦C (10 min) wurde das Quervernetzungsreagenz DSP zuge-
geben und fu¨r weitere 20 min bei 30 ◦C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zu-
gabe von 100 mM Glycin und 20 mM Methionin gestoppt. Anschließend wurden
die Mitochondrien gewaschen, reisoliert und fu¨r die Immunfa¨llung (s. Kapitel 2.5.6)
eingesetzt.
2.5.6 Immunfa¨llung von Proteinen
Um Interaktionen mitochondrialer Proteine mit quervernetzten Translationsproduk-
ten nachzuweisen, wurden erstere mit Hilfe von Antiko¨rpern aus mitochondrialem
Lysat gefa¨llt. Standardma¨ßig wurden dafu¨r 150 µg isolierte Mitochondrien einge-
setzt. Diese wurden nach in organello Translation (s. Kapitel 2.4.7) und ggf. Quer-
vernetzung (s. Kapitel 2.5.5) in 80 µl Lysepuffer I (1% [w/v] SDS, 50 mM NaCl,
20 mM Tris pH 7,5, 1 mM PMSF) 30 min lang solubilisiert und nach kurzer Zentri-
fugation (5 min 10.000× g, 4 ◦C) mit Lysepuffer II (0,1% [v/v] Triton X-100, 50 mM
NaCl, 20 mM Tris pH 7,5, 1 mM PMSF) auf 800 µl Probenvolumen verdu¨nnt. Fu¨r
die Immunfa¨llung wurden die Proben geteilt und entweder mit 5 µl Pra¨immunse-
rum oder polyklonalem Antiko¨rper inkubiert (1 h, 4 ◦C). Durch Zugabe von 20 µl in
Lysepuffer II a¨quilibrierter Protein A-Sepharose wurde der Antigen-Antiko¨rperkom-
plex gebunden und gereinigt. Nach zweimaligem Waschen in Lysepuffer II wurden
die Proben in 1 × Laemmli-Puffer aufgenommen und mittels SDS-PAGE, Western
Blotting und Autoradiograpie (s. Kapitel 2.5.8/2.5.10 und Kapitel 2.5.11) analysiert.
2.5.7 in vitro Bindung von gereinigtem Oxa1-His6 aus N. crassa an
mitochondriale Ribosomen
Zur Bindung von gereinigtem Oxa1-His6 aus N. crassa (s. Kapitel 2.5.3) an mito-
chondriale Ribosomen (s. Kapitel 2.4.9) wurde das Protein in einem molaren U¨ber-
37
2.5. Proteinchemische Untersuchungsmethoden
schuß von 1:10 mit gereinigten Ribosomen inkubiert. Die Menge gereinigter Ribo-
somen wird u¨blicherweise in Absorptionseinheiten A260 angegeben. Eine A260 gerei-
nigter Ribosomen entspricht einer OD von 1 in einem Volumen von 1 ml. Eine A260
gereinigter Ribosomen entspricht einer Menge von 24 pmol. Die Bindung erfolgte
fu¨r 30 min auf Eis in 100 µl Bindungspuffer (s. Tabelle 2.6). Um nichtgebundenes
Protein abzutrennen, wurde der Ansatz auf 100 µl 48% [w/v] Saccharose in Bin-
dungspuffer geschichtet und 2 h bei 150.000× g und 4 ◦C zentrifugiert. Die Bindung
von Oxa1 an die Ribosomen wurde mittels SDS-PAGE und Immundekoration (s.
Kapitel 2.5.8/2.5.10 und Kapitel 2.6.4) analysiert.
2.5.8 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Proteingemische wurden mit Hilfe eines diskontinuierlichen vertikalen Gelsystems,
bestehend aus Sammel-(Maße 15 × 0,1 × 2 cm), Trenn-(15 × 0,1 × 15 cm) und
Bodengel (15 × 0,1 × 1 cm), aufgetrennt [72]. Die einzelnen Gello¨sungen setzten
sich dabei wie folgt zusammen:
• Sammelgel: 5% [w/v] Acrylamid, 0,03% [w/v] Bisacrylamid, 60 mM Tris-HCl
pH 6,8, 0,1% [w/v] SDS (zur Polymerisation 0,05% [w/v] APS und 0,1% [v/v]
TEMED)
• Trenngel: 16% [w/v] Acrylamid, 0,1% [w/v] Bisacrylamid, 375 mM Tris-HCl
pH 8,8, 0,1% [w/v] SDS (zur Polymerisation 0,05% [w/v] APS und 0,15%
[v/v] TEMED)
• Bodengel: 20% [w/v] Acrylamid, 0,13% [w/v] Bisacrylamid, 375 mM Tris-HCl
pH 8,8, 0,1% [w/v] SDS (zur Polymerisation 0,05% [w/v] APS und 0,25%
[v/v] TEMED)
Fu¨r die Durchfu¨hrung der SDS-PAGE wurden die Proben in 1 × Lammli-Puffer
(2% [w/v] SDS, 5% [v/v] β-Mercaptoethanol, 10% [v/v] Glyzerin, 60 mM Tris-HCl
pH 6,8, 0,02% [w/v] Bromphenolblau) aufgenommen.
Die Trennung erfolgte in 385 mM Glycin, 50 mM Tris-HCl und 0,1% [w/v] SDS
bei einem pH von 8,4 fu¨r die Dauer von ca. 2 h. Pro Gel wurde ein Strom von
25 mA angelegt. Als Molekulargewichtsstandard wurde ein Gro¨ßenmarker der Firma
Fermentas verwendet. Nach Beendigung der SDS-PAGE wurden die Gele entweder
einer Fa¨rbung (s. Kapitel 2.5.9) unterzogen oder die getrennten Proteine wurden auf
Nitrozellulosemembranen transferiert (s. Kapitel 2.5.10).
2.5.9 Coomassie-Blau-Fa¨rbung von SDS-Gelen
Der Nachweis von Proteinen im SDS-Gel erfolgte durch Fa¨rbung mit Coomassie-Blau
in essigsaurer Methanollo¨sung. Dazu wurden die Proteine 15 min in Lo¨sung I (30%
38
2.6. Immunologische Untersuchungsmethoden
[v/v] Methanol, 7% [v/v] Essigsa¨ure) fixiert und anschließend 30 min in Lo¨sung II
(50% [v/v] Methanol, 10% [v/v] Essigsa¨ure, 0,3% [w/v] Coomassie Brilliant Blau
R-250) gefa¨rbt. Die Entfa¨rbung der Gele erfolgte in Lo¨sung I. Zur Konservierung
wurden die Gele in wasserdurchla¨ssiger Folie (Promega) getrocknet.
2.5.10 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen
(Western Blotting)
Fu¨r den immunologischen Nachweis von Proteinen bzw. zur Detektion radioak-
tiver Signale wurden die zuvor elektrophoretisch getrennten Proben aus der Po-
lyacrylamidgelmatrix auf eine Nitrozellulosemembran transferiert [142]. Geblottet
wurde in einem 5 l Tank nach dem Wet Blot-Verfahren. Die SDS-Gele wurden da-
zu zusammen mit der Nitrozellulosemembran (Porengro¨ße 0,2 µm, Protran BA83,
Fa. Schleicher und Schuell) zwischen zwei Whatman Filterpapiere (MN 440 B) ge-
legt und in Transferpuffer (150 mM Glycin, 20 mM Tris-Base, 20% [v/v] Methanol,
0,08% [w/v] SDS) a¨quilibiert.
Der Transfer erfolgte bei 4 ◦C fu¨r ca. 2 h bei einem angelegten Strom von 380 mA.
Die immobilisierten Proteine wurden auf der Membran durch fu¨nfminu¨tige Fa¨rbung
mit 0,2% [w/v] Ponceau S in 3% [w/v] TCA sichtbar gemacht.
2.5.11 Autoradiographie und Densiometrie
Radioaktiv markierte Proteine wurden nach SDS-PAGE (s. Kapitel 2.5.8) und Wes-
tern Blotting (s. Kapitel 2.5.10) durch Autoradiographie sichtbar gemacht. Dazu
wurde ein Ro¨ntgenfilm (BioMax MR, Fa. Kodak) auf die Nitrozellulosemembran auf-
gelegt und je nach Signalintensita¨t nach 12 h bis 3 Wochen entwickelt. Radioaktive
Signale wurden mit Hilfe eines Phosphoimagers (Bas 3000, Fa. Fuji) quantifiziert.
2.6 Immunologische Untersuchungsmethoden
2.6.1 Herstellung polyklonaler Antiko¨rper
Zur Herstellung von polyklonalen Antiseren wurden Kaninchen mit rekombinan-
ten Proteinen immunisiert. Fu¨r die Erstinjektion wurden 200 µg Protein in einem
Volumen von 200 µl (u¨blicherweise Elutionspuffer) 1:1 mit TiterMax (Sigma) ver-
setzt und 1 min auf dem Vortex-Gera¨t gemischt. Die Emulsion wurde subkutan in
den oberen Schulterbereich des Kaninchens injiziert. Weitere Injektionen folgten im
Abstand von 4 Wochen, wobei an Stelle von TiterMax inkomplettes Freund’sches
Adjuvans verwendet wurde. Mit Ausnahme der Erstinjektion wurde den Kaninchen
10 - 12 Tage nach jeder Injektion 15 - 20 ml Blut aus der Ohrvene entnommen.
Nach der Gerinnung des Blutes bei RT (ca. 1 h) wurde das Serum durch zweimalige
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Zentrifugation gewonnen (5 min bei 3.000× g, danach 15 min bei 20.000× g, RT).
Anschließend wurde der U¨berstand zur Inaktivierung des Komplementsystems fu¨r
30 min auf 56 ◦C erhitzt. Gewonnene Antiseren wurden bei −20 ◦C gelagert.
2.6.2 Affinita¨tsreinigung von Antiko¨rpern
Um eine hohe Spezifita¨t in immunologischen Experimenten zu erhalten, wurden
Antiko¨rper mittels Affinita¨tschromatographie aus gewonnenem Serum aufgereinigt.
Dazu wurde zuna¨chst das Antigen an CNBr-aktivierte Sepharose gebunden. Zur
Aktivierung des Sa¨ulenmaterials wurden 0,5 g Sepharose 4B in 10 ml 1 mM HCl
suspendiert, fu¨r 20 min bei RT u¨ber Kopf geschu¨ttelt und mit 200 ml 1 mM HCl
gewaschen. Fu¨r die Kopplung des Antigens an die Matrix wurden ca. 3 - 5 mg des
gereinigten Proteins in einem Volumen von 3,5 ml Kopplungspuffer (500 mM NaCl,
100 mM NaHCO3 pH 8,3) aufgenommen (Umpufferung mittels PD10-Sa¨ule) und
1 h mit dem aktivierten Sa¨ulenmaterial bei RT geschu¨ttelt. Nachdem ungebundenes
Material entfernt worden war, wurde die Sa¨ule gepackt und mit 6 ml Kopplungs-
puffer gewaschen. Anschließend wurden freie Bindungsstellen mit 1 M Ethanolamin
blockiert. Dazu wurde die Sa¨ule zuna¨chst mit 4 ml 1 M Ethanolamin gewaschen und
anschließend 2 h bei RT in 2 ml 1 M Ethanolamin geschu¨ttelt. Danach wurde die
Sa¨ule je drei Mal im Wechsel mit Waschpuffer I (500 mM NaCl, 100 mM Acetat
pH 4,0) und Waschpuffer II (500 mM NaCl, 100 mM Tris pH 8,0) gewaschen. Zur
Lagerung (bei 4 ◦C) wurde die Sa¨ule in 5 ml 0,05% [w/v] Natriumazid, 100 mM
Tris-HCl pH 8,0 a¨quilibriert.
Um die Antiko¨rper zu reinigen, wurde die Sa¨ule bei RT in 10 ml 10 mM Tris pH 7,5
a¨quilibriert. Fu¨r die Bindung der Antiko¨rper wurden 6 ml Serum mit 24 ml 10 mM
Tris pH 7,5 gemischt, mit 1 mM PMSF und 1 mM EDTA versetzt und drei Mal
u¨ber die Sa¨ule gegeben. Anschließend wurde die Sa¨ule mit je 10 ml 10 mM Tris
pH 7,5 und 500 mM NaCl in 10 mM Tris pH 7,5 gewaschen. Eluiert wurden die
Antiko¨rper mit je 10 ml 100 mM Natriumcitrat pH 4,0 und 10 ml 100 mM Glycin
pH 2,5, wobei jeweils 1 ml Fraktionen gesammelt wurden. Alle Fraktionen wurden
unmittelbar danach mit 200 µl Tris pH 8,8 neutralisiert und bei −20 ◦C gelagert.
Zur Lagerung der Sa¨ule wurde diese mit 10 ml 10 mM Tris pH 7,5 gewaschen und
in 0,05% [w/v] Natriumazid, 100 mM Tris-HCl pH 8,0 a¨quilibriert.
2.6.3 Verwendete Antiko¨rper
Tabelle 2.7 gibt einen U¨berblick u¨ber die in dieser Arbeit verwendeten Antiko¨rper.
Die polyklonalen Seren bzw. gereinigten Antiko¨rper wurden fu¨r Western Blot-Ana-
lysen (vgl. Kapitel 2.5.10) und Immunfa¨llungen (s. Kapitel 2.5.6) eingesetzt.
Der monoklonale His6-Antiko¨rper und der HA-Antiko¨rper wurden kommerziell be-
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Tabelle 2.7: Verwendete Antiko¨rper und -seren
Antiko¨rper Beschreibung zur Dekoration
α-His6 gegen Hexahistidin-tag 1:1.000
α-HA gegen Ha¨magglutinin-tag 1:200
α-Tom70 (Hefe) gegen His6-Tom70 (40-617) 1:1.000
α-Oxa1N (Hefe) gegen Oxa1 N-Terminus,
Sequenz:
SIDELTSSAPSLSASTSD
1:500
α-Mrp51 (Hefe) 1:500
α-Mrp20 (Hefe) gegen MBP-Mrp20 1:1.000
α-Mrp4 (Hefe) gegen His6-Mrp4 (1: 394) 1:500
α-Mrpl36 (Hefe) gegen GST-Mrpl36
(E. coli L31-Homolog)
1:1.000
α-Hep1 (Hefe) gegen His6-Hep1 (74-205) 1:500
α-Hexokinase (Hefe) 1:1.000
α-Bmh2 (Hefe) gegen Bmh2 C-Terminus 1:500
α-Oxa1N (N. crassa) gegen MBP-Oxa1 (70-142) 1:500
α-Tom70 (N. crassa) 1:1.000
α-L23 (N. crassa) gegen MBP-L23 (1-228) 1:2.000
α-YmL36 (N. crassa) gegen His6-YmL36 (48-219)
(E. coli L31-Homolog)
1:2.000
zogen (Amersham Biosciences, Europe und Santa Cruz, USA). Der Antiko¨rper ge-
gen Mrp51 wurde freundlicherweise von Tom D. Fox (Cornell University, USA) zur
Verfu¨gung gestellt.
2.6.4 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Membranen
Fu¨r den Nachweis von Proteinen mit Antiko¨rpern wurden Nitrozellulosemembranen
zur Sa¨ttigung unspezifscher Bindungsstellen 1 h in Blockierlo¨sung (5% [w/v] Ma-
germilchpulver oder 3% [w/v] BSA in 1 × TBS) geschwenkt. Anschließend wurden
diese 1 h bei RT oder u¨ber Nacht bei 4 ◦C mit einer verdu¨nnten Antiko¨rperlo¨sung
(in 5% [w/v] Magermilchpulver oder 3% [w/v] BSA in 1 × TBS) inkubiert. Anti-
seren und gereinigte Antiko¨rper wurden entsprechend den Angaben in Tabelle 2.7
eingesetzt. Anschließend wurde drei Mal 10 min in 1 × TBS (150 mM NaCl, 10 mM
Tris pH 7,5) gewaschen und fu¨r 45 - 90 min mit einem Antiko¨rperkonjugat von
Meerrettich-Peroxidase und IgGs gegen Kaninchen (bzw. Maus bei monoklonalen
His- und HA-Antiko¨rpern) inkubiert (1:10.000 in 5% [w/v] Magermilchpulver oder
1:5.000 in 3% [w/v] BSA in 1 × TBS). Fu¨r die Detektion wurden die Membra-
nen erneut drei Mal 10 min in 1 × TBS gewaschen und 1 min mit Luminol-Reagenz
(1,1 mM Luminol, 0,2 mM Cumarinsa¨ure, 0,25 mM H2O2, 100 mM Tris-HCl pH 8,5)
inkubiert. Die Nitrozellulosemembranen wurden zwischen zwei transparente Folien
41
2.7. Chemikalien und Verbrauchsmaterial
gelegt und 5 sec bis 10 min auf Ro¨ntgenfilme der Fa. Kodak aufgelegt.
2.7 Chemikalien und Verbrauchsmaterial
Agfa-Gevaert (Mu¨nchen) Entwickler und Fixierer fu¨r Ro¨ntgenfilme
Amersham Biosiences (Braunschweig) Protein A-Sepharose
Behringwerke (Marburg) Freund’s inkomplettes Adjuvans
BioRad (Mu¨nchen) Bradford Proteinreagenzlo¨sung,
Meerrettich Peroxidase gekoppelte IgGs
aus Ziege gegen Kaninchen und Maus
Boehringer (Mannheim) ATP, dNTPs, Kreatinkinase,
Kreatinphosphat, Proteinase K
DIFCO (Detroit, USA) Bacto-Agar, Bacto-Pepton,
Bacto- Trypton, Hefeextrakt
Fermentas Proteinmarker
Fluka (Buchs, Schweiz) Tris-Base
Fuji (Tokyo, Japan) Super RX Fuji Medical X-Ray
Film 100 MF
Gerbu (Gaiberg) Acrylamid, DTT, NADH
Gibco-BRL (Eggenstein) Agarose
Glycon Biotech (Luckenwalde) DDM
Kodak (Mu¨nchen) BioMax MR Kodak TR-1 Film
Metabion (Mu¨nchen) Primer
ICN Pharmaceuticals (Eschwege) [35S]Methionin
Invitrogen (Karlsruhe) DH5α
Nestle-Alete (Mu¨nchen) Magermilchpulver
New England Biolabs (Schwalbach) Restriktionsenzyme, T4 DNA Ligase,
DNA Gro¨ßenstandard
PeqLab Gel Extraction Kit
Promega (Heidelberg) BL21(DE3)pLysS, pGem4 Vektor,
Pure YieldTM Plasmid Midiprep System
Qiagen pQE30 Vektor, E. coli XL-1 blue
Serva (Heidelberg) Bisacrylamid, fettsa¨urefreies BSA,
Bromphenolblau, Coomassie Brilliant
Blue R-250, Harnstoff, Hepes, Lysozym,
Ponceau S, TEMED, Xylenxyanol
Schleicher & Schuell (Kassel) Protran Nitrozellulosemembran BA83
Sigma (Mu¨nchen) Aminosa¨uren, APS, Ampicillin,
Ethidiumbromid, Glyzerin,
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Lachsspermien-DNA, β-Mercaptoethanol,
PMSF, TCA, TiterMax Triton X-100,
Valinomycin A
Seikagaku (Tokyo, Japan) Zymolyase
Ethanol, Isopropanol und Methanol wurden von der Chemikalienausgabe der LMU
Mu¨nchen bezogen. Alle weiteren Chemikalien wurden als analysenreine Substanzen
von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen.
2.8 Gera¨te
Agarosegel Dokumentation The Imager-Imaging-System, Appligene
Blotapparaturen/Blotroller Werkstatt des Instituts fu¨r
Physiologische Chemie, Mu¨nchen
Brutschra¨nke Heraeus Christ
CD-Spektrophotometer J-715 Spektrophotometer, Jasco
Chromatographiesysteme GE HealthCare
Elektroporationssystem Gene Pulser, BioRad
Entwicklermaschine Gevamatic 60, Agfa-Gevaert
Feinwaagen Sartorius
Gelkammern Werkstatt des Instituts fu¨r
Physiologische Chemie, Mu¨nchen
Inkubatoren Infors
Mastercycler Gradient Eppendorf
Phosphoimager BAS-300, Fuji
Spannungsversorgung Amersham Pharmacia Biosciences
Sterilba¨nke BDK
Thermostate Eppendorf
U¨berkopfschu¨ttler Werkstatt des Instituts fu¨r
Physiologische Chemie, Mu¨nchen
Vortex-Schu¨ttler Bender und Hobein
Zentrifugen Beckman Coulter Instruments,
Eppendorf, Sigma, Hettich
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Kapitel 3
Ergebnisse
3.1 Identifizierung und funktionelle Charakterisierung
der GTPase Guf1 aus S. cerevisiae
Um die kotranslationale Proteininsertion in die innere Mitochondrienmembran na¨her
zu charakterisieren und neue regulatorische Faktoren zu identifizieren, wurde eine
Datenbanksuche (www.yeastgenome.org) gestartet. Gesucht wurde dabei nach Ziel-
proteinen, die
• u¨ber Walker A- und B-Motive (ATP-Bindemotive [148]) verfu¨gen
• mitochondrial lokalisiert sind, d.h. ein N-terminales mitochondriales Zielfu¨h-
rungssignal besitzen, und
• funktionell noch nicht charakterisiert waren.
Tabelle 3.1 zeigt eine Liste der erhaltenen Kandidaten. Zu den identifizierten Pro-
teinen geho¨rte das Protein Guf1. Guf1 steht fu¨r GTPase unbekannter Funktion
(GTPase of unknown function). Identifiziert wurde Guf1 bereits vor einigen Jahren
im Rahmen eines Sequenzierungsprojekts [65]. Bereits damals wurde diese GTPase
der Klasse der Elongationsfaktoren zugeordnet, jedoch wurde sie funktionell bis heu-
te nicht charakterisiert.
3.1.1 Guf1 ist eine hochkonserviertes Protein und geho¨rt zur LepA-
Familie elongationsfaktora¨hnlicher GTPasen
Um zuna¨chst Hinweise auf eine mo¨gliche Funktion von Guf1 zu erhalten, wurde
eine Sequenzanalyse und Suche nach homologen Proteinen in anderen Organismen
gestartet. Homologe von Guf1 fanden sich sowohl in Bakterien als auch in allen
mitochondrienhaltigen Eukaryoten. In Archaebakterien konnten keine zu Guf1 ho-
mologen Proteine identifiziert werden.
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Tabelle 3.1: Nukleotidbindende Proteine unbekannter Funktion in Mitochondrien
ORF kodiertes Gen Wachstumspha¨notyp
YOR205c LRC5/FMP38 Deletion fu¨hrt zu Wachstumsdefekt auf
nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen
YLR289w GUF1 Deletion fu¨hrt zu keinerlei
Wachstumsdefekten in Vollmedien
YOL095c HMI1 Deletion fu¨hrt zu Wachstumsdefekt auf
nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen
YMR023c MSS1 Deletion fu¨hrt in Kombination mit
Mutation in der 15S rRNA zu einem
respiratorischen Pha¨notyp
YGR028w MSP1/YTA4 Deletion fu¨hrt zu keinerlei
Wachstumsdefekten in Vollmedien
YMR097c MTG1 Deletion fu¨hrt zu Wachstumsdefekt auf
nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen
und Verlust mitochondrialer DNA;
Verlust mitochondrialer Translation
YHR168w MTG2 Deletion fu¨hrt zu Wachstumsdefekt auf
nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen;
Verlust mitochondrialer Translation
YGL129c RSM23 Deletion fu¨hrt zu Wachstumsdefekt auf
nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen
YHR080c - nichtessentielles Gen; keine genauen
Angaben zum Wachstumspha¨notyp der
Deletionsmutante
Die Abb. 3.1 und 3.2 zeigen den Aufbau verschiedener Mitglieder der Guf1-Protein-
familie und deren phylogenetische Einordnung innerhalb der Klasse der Elongati-
onsfaktoren.
Das zu Guf1 homologe Protein in E. coli ist LepA. Dieses war ku¨rzlich als hochkon-
servierte GTPase identifiziert und charakterisiert worden ([114] [81]; s. auch Kapi-
tel 1.3). Alle Mitglieder der LepA/Guf1-Familie wiesen einen extrem hohen Grad an
Sequenzidentita¨t auf (ca. 48%). Jedes der analysierten Proteine zeichnete sich durch
fu¨nf typische Doma¨nen aus, wobei die ersten vier (I-IV, Abb. 3.1) strukturell stark
den Doma¨nen I, II, III und V des Elongationsfaktors EF-G a¨hnelten. Ein Bereich,
der der Doma¨ne IV von EF-G entsprach, konnte hingegen nicht identifiziert werden.
Stattdessen wiesen alle analysierten Proteine eine fu¨nfte C-terminale Doma¨ne auf,
die ebenfalls konserviert war (vgl. Abb. 3.1, LepA C).
Innerhalb der Klasse der Elongationsfaktoren bilden die LepA/Guf1-Proteine ihre
eigene Familie aus (vgl. Abb. 3.2). Trotz der engen Verwandtschaft zwischen den
LepA/Guf1-Proteinen und der Familie der EF-G-Proteine unterscheiden sich die-
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der strukturellen Doma¨nen in LepA/Guf1-
Proteinen. Die Doma¨nen I-IV und LepA C waren bereits ku¨rzlich definiert worden
([114] [65]). Pra¨, Mitochondriales Zielfu¨hrungssignal. U¨ber den Zielfu¨hrungssigna-
len angegebene Werte geben die Wahrscheinlichkeit fu¨r eine Lokalisation in Mito-
chondrien an (berechnet mit Hilfe des Target P Algorithmus). U¨ber den Doma¨nen
angegebene Zahlen definieren deren Position in den Proteinen. Die Zahlen unter-
halb der Doma¨nen geben die Prozentzahl an identischen Aminosa¨uren im Vergleich
zu LepA an. Fu¨r die Analyse wurden folgende Sequenzen verwendet: E. coli LepA
(AAA24063.1), A. thaliana Guf1 (NP 198806.2) und H. sapiens Guf1 (Q8N442).
se in phylogenetischer Hinsicht. Neben der C-terminalen LepA/Guf1-spezifischen
Doma¨ne (LepA C, s. Abb. 3.1) deutet auch das Fehlen der EF-G Doma¨ne IV in den
LepA/Guf1-Proteinen auf eine eigene Subfamilie innerhalb der Elongationsfaktoren
hin. Der Stammbaum spricht fu¨r eine entwicklungsgeschichtlich fru¨he Spaltung der
GTPasen in drei Subfamilien, die sich in Bakterien und Mitochondrien im Laufe
der Evolution nahezu unvera¨ndert erhalten haben. Die Klasse der elongationsfak-
tora¨hnlichen GTPasen la¨ßt sich damit in drei Gruppen unterteilen: Die Familie der
EF-Tu-Proteine, die der EF-G-Proteine und die Familie der LepA/Guf1-Proteine
(vgl. Abb. 3.2).
Neben den oben beschriebenen Merkmalen wiesen alle eukaryotischen Mitglieder der
LepA/Guf1-Familie zusa¨tzliche N-terminale Sequenzabschnitte auf (Pra¨, Abb. 3.1).
Diese zeichneten sich durch typische Eigenschaften N-terminaler Zielfu¨hrungssignale
aus, was auf eine Lokalisierung der Guf1-Proteine in Mitochondrien bzw. Chloroplas-
ten schließen la¨ßt.
3.1.2 Guf1 ist in Mitochondrien lokalisiert
Guf1 ist eine hochkonservierte GTPase, die in allen Organismen mit Ausnahme von
Archaebakterien vorkommt. Fu¨r alle eukaryotischen Organismen wird eine Lokali-
sierung in Mitochondrien bzw. Chloroplasten vorhergesagt (s. Kapitel 3.1.1).
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Abbildung 3.2: Ungewurzelter phylogenetischer Stammbaum elongationsfaktora¨hnli-
cher GTPasen. Die Sequenzanalyse wurde durchgefu¨hrt fu¨r die Elongationsfaktoren
EF-Tu, EF-G und LepA/Guf1 aus S. cerevisiae, A. thaliana, E. coli und H. sa-
piens. Verwendet wurde dafu¨r der Clustal X Algorithmus [141] und ein manuelles
’refinement’-Verfahren (MacClade Software Package, Sinauer Associates Inc.)
Um diese Vorhersage fu¨r Guf1 aus S. cerevisiae biochemisch zu besta¨tigen, wurde
eine Subfraktionierung von Hefezellen durchgefu¨hrt. Dazu wurde ein Hefestamm,
in dem Guf1 einen C-terminalen 3 × HA-tag trug, verwendet. Abb. 3.3 zeigt die
Analyse der einzelnen Fraktionen mittels SDS-PAGE und Western Blot. Als Mar-
kerproteine wurden Bmh2 und Hexokinase fu¨r das Zytosol sowie Oxa1 und Mrpl36
fu¨r gereinigte Mitochondrien eingesetzt.
Im Gegensatz zu den zytosolischen Markerproteinen Hexokinase und Bmh2 wurden
die mitochondrial lokalisierten Proteine Oxa1 und Mrpl36 spezifisch mit der mito-
chondrialen Fraktion angereichert. Fu¨r die zytosolischen Marker ergab sich dagegen
kein Signal in der mitochondrialen Fraktion. Sie wurden ausschließlich im postmi-
tochondrialen U¨berstand nachgewiesen.
Um Guf1 spezifisch nachzuweisen, wurde mit einem monoklonalen Antiko¨rper gegen
den HA-tag dekoriert. Dieser erkannte sowohl im Zellextrakt (Abb. 3.3, T) als auch
in den Mitochondrien (Abb. 3.3, M) aus dem getaggten Guf1-Stamm ein Protein von
ca. 72 kDa. Im Gegensatz dazu ergab die Dekoration der zytosolischen Fraktion (s.
Abb. 3.3, U¨) kein Signal, ebenso wie der zu Kontrollzwecken geladene Zellextrakt aus
Wildtyp-Hefen (Abb. 3.3, wt, T). Damit konnte die vorhergesagte mitochondriale
Lokalisation von Guf1 besta¨tigt werden. Dies wurde zusa¨tzlich durch verschiedene
Importexperimente besta¨tigt (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.3: Guf1 ist in Mitochondrien lokalisiert. Fu¨r die Lokalisierung von Guf1
wurden Hefezellen in Mitochondrien und postmitochondrialen Zellextrakt subfrak-
tioniert und mittels SDS-PAGE und Immundekoration analysiert. Pro Probe wurden
50 µg Protein aufgetragen. wt, Wildtyp, T, Totalextrakt, U¨, Postmitochondrialer
U¨berstand, M, Mitochondriale Fraktion.
3.1.3 Guf1 ist ein membransta¨ndiges Matrixprotein
Fu¨r die exakte Lokalisierung von Guf1 in den Mitochondrien wurden zwei verschie-
dene Experimente durchgefu¨hrt. Zum einen wurden mitochondriale Membranen mit
ungepuffertem Natriumcarbonat oder mit Harnstoff extrahiert. Zum anderen wur-
den isolierte Mitochondrien und Mitoplasten mit PK behandelt. Alle Proben wurden
anschließend mittels SDS-PAGE und Immunoblot analysiert. Als Markerproteine
dienten Tom70 fu¨r die mitochondriale Außenmembran, Oxa1 fu¨r die Innenmembran
und Mrpl36 und Hep1 fu¨r die mitochondriale Matrix.
Um aus isolierten Mitochondrien Mitoplasten zu erzeugen, wurden diese zuna¨chst
in hypotonem Medium inkubiert. Dadurch wird die mitochondriale Außenmembran
zersto¨rt, wohingegen die Innenmembran intakt bleibt. Bei einer nachfolgenden Pro-
teasebehandlung sind somit nicht nur die Proteine der Außenmembran einem Abbau
zuga¨nglich, sondern auch alle Proteine des Intermembranraumes und Innenmem-
branproteine, die Segmente in den Intermembranraum exponieren.
Die Analyse der Mitochondrien und Mitoplasten, die mit PK behandelt wurden, ist
in Abb. 3.4 dargestellt. Fu¨r Guf1 ergab sich das gleiche Bandenmuster wie fu¨r die
Matrixproteine Mrpl36 und Hep1. Alle drei Proteine waren gegenu¨ber einem Abbau
durch PK in intakten Mitochondrien und Mitoplasten resistent (Abb. 3.4, Spuren 2
und 3). Tom70 und Oxa1 dagegen wurden in Mitochondrien bzw. Mitoplasten ab-
gebaut. In Anwesenheit von Detergenz war keines der Markerproteine nachweisbar
(Abb. 3.4, Spur 4). Durch die Solubilisierung der mitochondrialen Membranen waren
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Abbildung 3.4: Guf1 ist ein mitochondriales Matrixprotein. Isolierte Mitochondrien
wurden unter isoosmotischen oder hypoosmotischen Bedingungen mit 50 µg/ml PK
behandelt und mittels SDS-PAGE und Immundekoration analysiert. Pro Spur wur-
den je 100 µg Protein aufgetragen. In Spur 4 wurden die Mitochondrien vor dem
PK-Verdau mit 1% [v/v] Trition-X 100 solubilisiert.
alle Proteine einem Abbau durch PK zuga¨nglich. Daraus ergab sich fu¨r Guf1 eine
Lokalisierung in der mitochondrialen Matrix.
Um zu untersuchen, ob Guf1 mo¨glicherweise peripher an die Innenmembran ange-
lagert ist, wurden mitochondriale Membranen mit ungepuffertem Natriumcarbonat
bzw. mit Harnstoff extrahiert. Durch diese Behandlung werden peripher assoziierte
Proteine von der Membran abgelo¨st, integrale Membranproteine dagegen bleiben
verankert und ko¨nnen durch Zentrifugation von der lo¨slichen Proteinfraktion abge-
trennt werden. Abb. 3.5 zeigt die Analyse der mit Natriumcarbonat und Harnstoff
extrahierten Proben.
Oxa1 als integrales Membranprotein befand sich erwartungsgema¨ß unter beiden Be-
dingungen in der Membranfraktion (s. Abb. 3.5, Spuren 2 und 4). Das N-terminal
verankerte Protein Tom70 dagegen blieb bei der milderen Harnstoffextraktion in der
Membranfraktion, wa¨hrend es durch die Behandlung mit Natriumcarbonat aus der
Membran extrahiert wurde (vgl. Abb. 3.5, Spuren 3 und 5). Hep1 wurde als Marker
fu¨r lo¨sliche Matrixproteine verwendet und konnte unter beiden Bedingungen in der
lo¨slichen Fraktion nachgewiesen werden (s. Abb. 3.5, Spuren 3 und 5).
Mrpl36 ist als ribosomales Protein mit mitochondrialen Ribosomen assoziiert. Die-
se gelten in Hefemitochondrien als membransta¨ndig. Erwartungsgema¨ß befand sich
daher Mrpl36 unter den milden Harnstoffbedingungen teilweise in der Membran-
fraktion, wa¨hrend es durch die Extraktion mit Natriumcarbonat vollsta¨ndig von
den Membranen abgelo¨st wurde (s. Abb. 3.5, Spuren 3-5).
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Abbildung 3.5: Guf1 ist ein peripher assoziiertes Membranprotein. Je 100 µg isolierte
Mitochondrien wurden mit Carbonat oder Urea extrahiert. Extrahierte Membranen
wurden von lo¨slichen Proteinen durch Zentrifugation getrennt und beide Fraktionen
wurden mittels SDS-PAGE und Immundekoration analysiert. M, Membranfraktion,
U¨, lo¨sliche Proteinfraktion (U¨berstand).
Guf1-HA verblieb bei der Extraktion mit Harnstoff vollsta¨ndig in der Membranfrak-
tion (s. Abb. 3.5, Spur 4). Durch die Inkubation mit Carbonat hingegen wurde es
teilweise von der Membran abgelo¨st (Abb. 3.5, Spuren 2 und 3). Damit konnte Guf1
als peripher assoziiertes Innenmembranprotein identifiziert werden.
3.1.4 Die Deletion von Guf1 fu¨hrt zur Beeintra¨chtigung des Wachs-
tums unter suboptimalen Kulturbedingungen
Um im Folgenden die Funktion von Guf1 na¨her charakterisieren zu ko¨nnen, wurde
zuna¨chst nach Bedingungen gesucht, unter denen sich die Deletion von Guf1 auf
das Wachstum von Hefen auf nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen (z. B. Glyze-
rin) auswirkte. Bereits bekannt war, daß die Deletion des Proteins unter normalen
Kulturbedingungen keinerlei Auswirkungen zeigt [65]. Aus diesem Grund wurden
verschiedene Wachstumsbedingungen getestet, unter anderem verschiedene Salze im
Medium, suboptimale Temperaturen und unterschiedliche Konzentrationen an Koh-
lenstoffquellen.
In Abb. 3.6A ist das Wachstumsverhalten von Guf1-Deletionsmutanten im Vergleich
zu Wildtyp-Hefen unter Kohlenstoff-limitierten Bedingungen dargestellt. Wa¨hrend
sich in Medium, das mit 2% [v/v] Glyzerin supplementiert worden war, keine Un-
terschiede im Wachstum der beiden Sta¨mme ergaben, war das Wachstum der De-
letionsmutante in Medium mit reduziertem Glyzeringehalt (0,5 bzw. 0,1% [v/v])
deutlich beeintra¨chtigt.
Ein a¨hnlicher Wachstumsdefekt ergab sich fu¨r die Mutante auch bei suboptimalen
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Abbildung 3.6: Das Wachstum von ∆guf1-Mutanten ist unter suboptimalen Be-
dingungen beeintra¨chtigt. A) Wachstum von Wildtyp-Hefen und ∆guf1-Mutanten
(genetischer Hintergrund BY4742) unter Kohlenstoff-limitierten Bedingungen.
Wildtyp- und ∆guf1-Hefen wurden in YP-Medium mit 2, 0,5 und 0,1% [v/v] Gly-
zerin bei 30 ◦C inkubiert. Das Wachstum wurde durch Messung der Zelldichte bei
600 nm u¨ber einen Zeitraum von ca. 20 h verfolgt. B) Wildtyp- und ∆guf1-Zellen
wurden in YP-Medium mit 2% [v/v] Glyzerin bei den angegebenen Temperaturen
inkubiert. Die Berechnung der Verdoppelungszeiten erfolgte anhand von drei un-
abha¨ngigen Testreihen. C) Wildtyp- und ∆guf1-Zellen wurden in YP-Medium mit
2% [w/v] Galaktose bis zu einer OD600 von ca. 1,0 bei 30 ◦C angezogen, gewaschen
und auf eine OD600 von 0,5 eingestellt. Von einer 1:10 Verdu¨nnungsreihe wurden je
3,5 µl auf YP-Platten mit 0,5% [w/v] Glukose oder Glyzerin aufgetragen und bei
30 ◦ bzw. 37 ◦C inkubiert.
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Temperaturen. Abb. 3.6B zeigt die Verdoppelungszeiten des Wildtyp-Hefestammes
und der Guf1-Deletionsmutante in Abha¨ngigkeit von der Temperatur. Innerhalb
eines Bereichs von ca. 24 ◦C bis 30 ◦C ergaben sich keine wesentlichen Unterschiede
fu¨r das Wachstum der beiden Sta¨mme. Im Gegensatz dazu beno¨tigte die Deletions-
mutante bei suboptimalen Temperaturen (15 ◦C, 40 ◦C) deutlich la¨nger, um sich
zu verdoppeln. Das Wachstum war unter diesen Bedingungen gegenu¨ber dem des
Wildtyp-Hefestammes deutlich beeintra¨chtigt.
Das verzo¨gerte Wachstum der Deletionsmutante gegenu¨ber dem Wildtyp-Hefestamm
unter suboptimalen Bedingungen wurde auch durch Wachstumsanalysen auf festen
Medien besta¨tigt. Abb. 3.6C zeigt das Verhalten von beiden Sta¨mmen bei 30 ◦C und
37 ◦C unter Kohlenstoff-limitierten Bedingungen. Auf Medium, welches nur 0,5%
[v/v] Glyzerin enthielt, war das Wachstum der ∆guf1-Mutante im Vergleich zu
dem des Wildtyp-Stammes beeintra¨chtigt. Dieser Effekt wurde durch Inkubation
bei 37 ◦C noch verta¨rkt. Zu Kontrollzwecken wurden beide Sta¨mme auch auf Me-
dium plattiert, welches die fermentierbare Kohlenstoffquelle Glukose in vergleichba-
rer Konzentration enthielt. Erwartungsgema¨ß ergaben sich hier keine Unterschiede.
Zusammenfassend la¨ßt sich sagen, daß Guf1 fu¨r das Wachstum von Hefen unter
optimalen Kulturbedingungen nicht beno¨tigt wird. Unter restriktiven Bedingungen
dagegen fu¨hrt die Deletion von Guf1 zu einer Beeintra¨chtigung des Wachstums auf
nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen.
3.1.5 Guf1 bindet GTP-abha¨ngig an mitochondriale Ribosomen
Die Zugeho¨rigkeit von Guf1 zur Klasse der Elongationsfaktoren und die enge Ver-
wandtschaft zu EF-G legen eine Funktion in der Proteintranslation nahe. Um dies zu
testen, wurde zuna¨chst untersucht, ob Guf1 GTP-abha¨ngig an mitochondriale Ribo-
somen binden kann. Dazu wurden isolierte Mitochondrien unter Bedingungen inku-
biert, welche die mitochondriale Translation begu¨nstigten. Um eine GTP-Abha¨ngig-
keit der Bindung festzustellen, wurden die Proben wa¨hrend der Translation mit
einem U¨berschuß an GDP oder dem nichthydrolysierbaren GTP-Analog GTPγS be-
handelt. Danach wurden die mitochondrialen Ribosomen durch Zentrifugation pelle-
tiert und die Bindung von Guf1 mittels SDS-PAGE und Immunoblot untersucht.
Abb. 3.7 zeigt die Analyse der ribosomalen Pelletfraktionen gegenu¨ber den nicht-
gebundenen Matrixproteinen im U¨berstand. Mrp51 und Mrpl36 befanden sich als
Proteine der großen und kleinen Ribosomenuntereinheit erwartungsgema¨ß in der Pel-
letfraktion (Abb. 3.7, P). Hep1 hingegen konnte als Matrixprotein in der Fraktion
lo¨slicher Proteine nachgewiesen werden (s. Abb. 3.7, U¨).
Fu¨r Guf1 ergab sich eine Verteilung in Abha¨ngigkeit von GTP, GDP bzw. GTPγS.
In Proben, die mit einem U¨berschuß an GDP behandelt wurden, war Guf1 nicht mit
Ribosomen assoziiert und verblieb in der lo¨slichen Matrixfraktion. In Anwesenheit
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Abbildung 3.7: Guf1 bindet GTP-abha¨ngig an mitochondriale Ribosomen. Isolier-
te Mitochondrien wurden 10 min in Anwesenheit von [35S]Methionin unter Trans-
lationsbedingungen inkubiert. Die Proben wurden geteilt und anschließend weitere
10 min mit einem U¨berschuß an ATP/GTP (Spuren 1-3), GDP (Spuren 4-6), GTPγS
(Spuren 7-9) oder Apyrase/Oligomycin (Spuren 10-12) inkubiert. Die Mitochondrien
wurden reisoliert, lysiert und die Ribosomen durch 1,4 M Saccharosekissen zentrifu-
giert und gereinigt. Die isolierten Ribosomen wurden zusammen mit dem mitochon-
drialen Lysat mittels SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. T, mitochondri-
ales Totallysat, P, ribosomale Pelletfraktion, U¨, postribosomaler U¨berstand.
von GTPγS dagegen wurde Guf1 ausschließlich mit den mitochondrialen Ribosomen
aufgereinigt (Abb. 3.7, P). Unter normalen Translationsbedingungen und auch unter
nukleotiddepletierenden Bedingungen war Guf1 in beiden Fraktionen gleichma¨ßig
verteilt.
Diese Verteilung la¨ßt auf eine GTP-abha¨ngige Bindung von Guf1 an mitochondri-
ale Ribosomen schließen, wobei die GTP-Form als ‘aktive‘ Form an die Ribosomen
bindet. In der GDP-Form liegt Guf1 dagegen vorwiegend als ungebundenes Matrix-
protein vor.
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Abbildung 3.8: Guf1 begu¨nstigt die Produktion mitochondrial kodierter Proteine
bei niedrigen Temperaturen. Isolierte Mitochondrien aus ∆guf1- und Wildtyp-Hefe-
sta¨mmen wurden unter Translationsbedingungen in Anwesenheit von [35S]Methionin
inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben von ca. 15 µg mitochon-
drialem Protein entnommen. Die letzte Probe wurde jeweils mit einem U¨berschuß an
kaltem Methionin versetzt und fu¨r weitere 20 min inkubiert. Alle Proben wurden mit-
tels SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Alle Signale wurden quantifiziert
und sind rechts neben den zugeho¨rigen Autoradiographien dargestellt. (—) Protein-
menge in Wildtyp-Mitochondrien, (· · · ) Proteinmenge in ∆guf1-Mitochondrien, wt,
Wildtyp.
3.1.6 Die mitochondriale Translation ist bei niedrigen Temperatu-
ren durch Guf1 begu¨nstigt
In Kapitel 3.1.5 konnte gezeigt werden, daß Guf1 GTP-abha¨ngig an mitochondri-
ale Ribosomen bindet. Diese GTP-regulierte Bindung und die Zugeho¨rigkeit von
Guf1 zur Familie der Elongationsfaktoren legen einen Einfluß auf die mitochondri-
ale Translation nahe. Um dies zu untersuchen, wurden Translationsexperimente mit
isolierten Mitochondrien durchgefu¨hrt.
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Die Produktion der verschiedenen mitochondrial kodierten Proteine wurde verfolgt,
indem zu unterschiedlichen Zeitpunkten wa¨hrend der Translation Proben entnom-
men wurden. Diese wurden mittels SDS-PAGE und Autoradiographie (s. Kapi-
tel 2.5.8 und 2.5.11) analysiert. Die Stabilita¨t der synthetisierten Proteine wurde
durch eine abschließende 20minu¨tige Inkubation mit kaltem Methionin (vgl. Kapi-
tel 2.4.7) u¨berpru¨ft.
Abb. 3.8 zeigt die Analyse der in organello Translationskinetiken bei 15 ◦, 30 ◦ und
37 ◦C. Sowohl in Wildtyp-Mitochondrien als auch in ∆guf1-Mitochondrien wur-
den bei allen drei Temperaturen alle Proteine synthetisiert. Diese waren unter den
gewa¨hlten Bedingungen auch a¨hnlich stabil (vgl. Abb. 3.8, Spuren 20 min plus 20 min
kaltes Methionin). Bei Temperaturen von 30 ◦ und 37 ◦C ergaben sich in beiden Mito-
chondrien keine wesentlichen Unterschiede in der Translation. Wurde die Translation
dagegen bei 15 ◦C durchgefu¨hrt, so war die Synthese in den ∆guf1-Mitochondrien
gegenu¨ber den Wildtyp-Mitochondrien stark beeintra¨chtigt. Die Menge an syntheti-
siertem Protein war hier nach 20 min deutlich geringer als in den isolierten Wildtyp-
Mitochondrien (s. Abb. 3.8, Autoradiographie und Graphiken, 15 ◦C).
Diese Beobachtungen lassen vermuten, daß Guf1 fu¨r die mitochondriale Translati-
on an sich kein zwingend notwendiger Faktor ist. Bei niedrigen Temperaturen un-
terstu¨tzt Guf1 jedoch die Synthesereaktion und gewa¨hrleistet eine optimale Produk-
tion der mitochondrial kodierten Proteine.
3.1.7 Hohe Temperaturen und Kohlenstoffmangel fu¨hren in Abwe-
senheit von Guf1 zur Anha¨ufung fehlerhafter Translations-
produkte
Fu¨r das Guf1-Homolog in E. coli, LepA, war ku¨rzlich die Rolle eines Optimierungs-
faktors wa¨hrend der Proteintranslation vorgeschlagen worden [114]. Mit Hilfe von
in vitro Translationsexperimenten konnte gezeigt werden, daß LepA die Menge an
funktionellem Protein deutlich steigert. Die Ergebnisse aus Kapitel 3.1.6 lassen ei-
ne a¨hnliche Funktion auch fu¨r Guf1 vermuten. Sollte Guf1 tatsa¨chlich die Synthese
von Proteinen optimieren, liegt die Vermutung nahe, daß die in seiner Abwesenheit
produzierten Peptidketten nicht funktionell sind.
Um dies zu testen, wurden neu synthetisierte Proteine auf ihre Tendenz zur Agg-
regation untersucht. Zu diesem Zweck wurden Mitochondrien sowohl von Wildtyp-
Hefen als auch von einem GUF1-Deletionsstamm isoliert, die unter Kohlenstoff-
limitierten Bedingungen kultiviert worden waren. Diese wurden bei unterschiedli-
chen Temperaturen unter Translationsbedingungen in Gegenwart von [35S]Methionin
inkubiert. Das Ausmaß an Aggregation neu synthetisierter Proteine wurde durch
Solubilisierung der Mitochondrien und eine anschließende Ultrazentrifugation un-
tersucht.
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Abbildung 3.9: Aggregation mitochondrial kodierter Proteine in Abwesenheit von
Guf1. Mitochondrien wurden von Wildtyp- und ∆guf1-Hefesta¨mmen isoliert, die
in YP-Medium mit 0,5% [w/v] Galaktose kultiviert worden waren. Die Mitochon-
drien wurden unter Translationsbedingungen in Anwesenheit von [35S]Methionin bei
den angegebenen Temperaturen inkubiert, gewaschen und anschließend in 1% [v/v]
Triton-X 100 solubilisiert. Je 10% der Lysate wurden direkt analysiert. Aus dem
u¨brigen Lysat wurden die Aggregate mittels Zentrifugation gewonnen und gemein-
sam mit dem U¨berstand (je 10%) aufgetragen. Die Analyse erfolgte mittels SDS-
PAGE und Autoradiographie. T, mitochondriales Totallysat, A, pelletierte Aggre-
gate, U¨, U¨berstand aus der Aggregatzentrifugation, wt, Wildtyp.
Abb. 3.9 zeigt die Analyse der pelletierten Aggregate im Vergleich zu den lo¨slichen
Bestandteilen. Auffallend war vor allem die starke Tendenz zur Aggregation der
Untereinheit zwei der Cytochrom c-Oxidase. Dieses wurde bei hohen Temperaturen
(30 ◦C, 37 ◦C) nahezu ausschließlich in der unlo¨slichen Pelletfraktion gefunden. Die
lo¨slichen Fraktionen dagegen enthielten kein oder nur sehr wenig Cox2 (s. Abb. 3.9,
Pfeile).
Neben der versta¨rkten Aggregation von Cox2 fiel in den Pelletfraktionen der ∆guf1-
Mitochondrien bei 30 ◦ und 37 ◦C auch das Auftreten eines ca. 15 kDa kleinen Prote-
ins auf (mp15, s. Abb. 3.9, Sternchen). Hierbei handelt es sich um ein Translations-
produkt, das durch unvollsta¨ndige Prozessierung der COX1-mRNA entsteht [157].
Dieses Translationsprodukt ist charakteristisch fu¨r Mitochondrien, die Defekte in
dem eng gekoppelten Translations- und Assemblierungsprozeß des COX-Komplexes
aufweisen [157] [87].
Die versta¨rkte Tendenz zur Aggregation von zumindest einem mitochondrial ko-
dierten Protein und das Auftreten des aberranten Translationsproduktes mp15 in
den ∆guf1-Mitochondrien zeigen, daß die in Abwesenheit von Guf1 synthetisierten
Proteine, insbesondere bei hohen Temperaturen, fehlerhaft sind. Dies deutet darauf
hin, daß Guf1 tatsa¨chlich als optimierender Faktor wa¨hrend der Translation wirken
ko¨nnte.
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Abbildung 3.10: Aktivita¨ten verschiedener mitochondrialer Enzymkomplexe in
Wildtyp- und ∆guf1-Mitochondrien. Die Aktivita¨ten der Cytochrom c-Oxidase, der
Cytochrom c-Reduktase und des Malatdehydrogenasekomplexes wurden in isolier-
ten Mitochondrien bei einer Temperatur von 25 ◦C bestimmt. Sowohl Wildtyp- als
auch ∆guf1-Mitochondrien kamen aus Sta¨mmen, die unter Kohlenstoff-limitierten
Bedingungen bei 30 ◦C kultiviert worden waren.
3.1.8 In ∆guf1-Mitochondrien ist die Aktivita¨t der Cytochrom c-
Oxidase stark verringert
Um die Funktionalita¨t mitochondrialer Translationsprodukte zu pru¨fen, wurden
zusa¨tzlich auch die Aktivita¨ten verschiedener Atmungskettenkomplexe bestimmt.
In Abb. 3.10 sind die Aktivita¨ten der Cytochrom c-Oxidase und der Cytochrom c-
Reduktase isolierter Wildtyp- und ∆guf1-Mitochondrien dargestellt. Zur Kontrolle
wurde fu¨r beide Mitochondrien auch die Aktivita¨t des Malatdehydrogenasekomple-
xes bestimmt.
Wie aus Abb. 3.10 hervorgeht, betrug die Aktivita¨t der Cytochrom c-Oxidase in den
∆guf1-Mitochondrien nur noch ca. 1/10 der Aktivita¨t in Wildtyp-Mitochondrien.
Die Aktivita¨t der Cytochrom c-Reduktase dagegen war in beiden Mitochondrien
vergleichbar, ebenso wie die des Malatdehydrogenasekomplexes.
Die stark reduzierte Aktivita¨t der Cytochrom c-Oxidase in den∆guf1-Mitochondrien
unterstu¨tzt die aus den Aggregationstests erhaltenen Resultate (s. Kapitel 3.1.7).
Die aufgrund der gesteigerten Fehlerrate wa¨hrend der Translation nichtfunktionellen
Proteine Cox1 und Cox2 werden vermutlich nicht assembliert. Dies fu¨hrt zu einer
deutlichen Reduktion der COX-Aktivita¨t.
3.1.9 Die Expression von Guf1 ist temperaturabha¨ngig
Wie in den vorangehenden Kapiteln gezeigt wurde, wirkt sich die Deletion von Guf1
vor allem auf die Synthese mitochondrial kodierter Proteine unter suboptimalen
Bedingungen aus. Zu den beobachteten Effekten geho¨ren zum einen eine starke Be-
eintra¨chtigung der Proteinproduktion (s. Kapitel 3.1.6), zum anderen die Anha¨ufung
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Abbildung 3.11: Guf1 wird temperaturabha¨ngig exprimiert. Fu¨r die Analyse wurde
das Gesamtprotein aus Hefezellen extrahiert, die in YP-Medium mit 2% [w/v] Ga-
laktose kultiviert worden waren. Die Anzucht erfolgte bei 15 ◦C, 30 ◦C und 37 ◦C.
Alle Proben wurden mittels SDS-PAGE und Immundekoration untersucht.
fehlerhafter Translationsprodukte (s. Kapitel 3.1.7). In beiden Fa¨llen handelt es sich
um Defekte, die stark von der gewa¨hlten Temperatur abha¨ngen. Im Gegenzug la¨ßt
dies eine temperaturabha¨ngige Expression von Guf1 vermuten.
Um dies zu pru¨fen, wurden Hefen, die eine HA-getaggte Version von Guf1 exprimier-
ten, unter verschiedenen Bedingungen kultiviert und deren Gesamtprotein mittels
SDS-PAGE und Immunoblot analysiert (s. Kapitel 2.5.8/2.5.10). Abb. 3.11 zeigt die
endogenen Mengen an Guf1-HA, dem ribosomalen Protein Mrpl36 und dem Hitze
induzierbaren Protein Hep1 bei 15 ◦, 30 ◦ und 37 ◦C.
Im Gegensatz zu Mrpl36, dessen Expression unabha¨ngig von der gewa¨hlten Tempe-
ratur war, erwies sich die Synthese von Guf1 als induzierbar. Bei einer optimalen
Temperatur von 30 ◦C wurde Guf1 nur in relativ geringen Mengen nachgewiesen.
Bei 15 ◦C und auch bei 37 ◦C dagegen wurde Guf1 vermehrt produziert. Fu¨r die
Expression bei 15 ◦C ergab sich eine ca. 3fach gro¨ßere Menge, bei 37 ◦C u¨berstieg
die Menge an produziertem Guf1 die bei 30 ◦C um das ca. 10fache. Zur Kontroll-
zwecken wurden auch die endogenen Mengen an Hep1 untersucht. Dieses wurde, wie
erwartet, hitzebedingt induziert (vgl. Abb. 3.11, Spuren 2 und 3).
Dieses Ergebnis zeigt deutlich, daß Guf1 unter Stressbedingungen in versta¨rktem
Maß produziert wird. Eine zusa¨tzliche Analyse der Promotorregion von Guf1 er-
gab zwei potentielle, jedoch eher untypische Hitzeschockelemente (ncHSE = non-
consensus HSE), die fu¨r die temperaturregulierte Expression des Proteins verant-
wortlich sein ko¨nnten (vgl. Abb. 3.12). Beide Elemente befanden sich in einem Be-
reich von −200 bp aufwa¨rts des Start-AUG.
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Abbildung 3.12: Darstellung der Promotorregion von Guf1. Das Startcodon ist grau
unterlegt, die Motive der beiden potentiellen Hitzeschockelemente sind umrandet.
Element 1, das aus den Motiven GAA und TCC aufgebaut ist, befindet sich in
einem Nukleotidbereich von −190 bis −140 bp aufwa¨rts des Start-AUG. Das zweite
potentielle Hitzeschockelement besteht aus Wiederholungen des GAA-Motivs und
ist −50 bis −10 bp vor dem Start-AUG lokalisiert.
3.1.10 Die U¨berexpression von Guf1 in Hefe fu¨hrt zum Abbau sei-
nes N-Terminus
Im vorangehenden Kapitel wurde die temperaturabha¨ngige Expression von Guf1 be-
schrieben. Dabei konnte eine U¨berexpression unter Stressbedingungen nachgewiesen
werden. Sollte Guf1 wirklich eine Rolle als Optimierungsfaktor wa¨hrend der Trans-
lation spielen und, a¨hnlich wie LepA, das Ribosom ru¨ckwa¨rts entlang der mRNA
bewegen ko¨nnen ([114] s. auch Kapitel 1.3), wa¨re eine u¨berma¨ßige Produktion zu-
mindest unter optimalen Bedingungen nicht wu¨nschenswert. Die U¨berexpression von
LepA in E. coli hatte sich als toxisch erwiesen [114].
Um na¨here Aufschlu¨sse u¨ber die Expression und endogenen Mengen an Guf1 unter
normalen Bedingungen zu erhalten, wurde eine C-terminal HA-getaggte Version des
Proteins endogen und mit Hilfe des GAL1- bzw. Triosephosphatisomerasepromo-
tors in Hefe exprimiert. Aus den Hefesta¨mmen wurde das Gesamtprotein extrahiert
und mittels SDS-PAGE und Immundekoration analysiert (s. Kapitel 2.5.8/2.5.10).
Zusa¨tzlich wurde die Stabilita¨t des Proteins auch in isolierten Mitochondrien unter-
sucht.
Abb. 3.13A und B zeigen die Expression des Proteins bei 30 ◦C im Vergleich zur
endogenen Menge. Wa¨hrend Guf1 endogen bei 30 ◦C nur in sehr geringem Ausmaß
produziert wurde (Abb. 3.13A, Spur 1) und auch in isolierten Mitochondrien nur
in sehr geringen Mengen nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.13A, Spur 3), wurde
es mit Hilfe des GAL1- bzw. des TPI-Promotors stark u¨berexprimiert (Abb. 3.13A
und B, Spuren 2, 4 und 6). Neben dem eigentlichen Signal bei etwa 72 kDa waren bei
U¨berexpression des Proteins noch viele weitere Banden zu sehen. Hierbei handelte es
sich vermutlich um Abbauprodukte von Guf1. Diese akkumulierten in den isolierten
Mitochondrien und auch im Zellextrakt als mehr oder weniger stabile Intermediate
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Abbildung 3.13: A) und B) U¨berexpression von Guf1 in S. cerevisiae. Fu¨r die Ana-
lyse wurden a¨quivalente Mengen an Gesamtprotein bzw. isolierten Mitochondrien
untersucht. Die Proben wurden aus Hefen gewonnen, die bei 30 ◦C auf S-Medium
mit 2% [w/v] Galaktose oder YP-Medium mit 2% [w/v] Galaktose angezogen wor-
den waren. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE und Immundekoration analysiert.
T, Gesamtzellextrakt aus Hefe, M, isolierte Mitochondrien, Guf1-HA↑, Hefestamm
in dem Guf1-HA u¨berexprimiert wird, F, C-terminales Fragment von Guf1.
von ca. 37 kDa und 25 kDa (s. Abb. 3.13A und B, F).
Dieses Ergebnis la¨ßt darauf schließen, daß die Expression von Guf1 einer strengen
Kontrolle unterliegt. Wa¨hrend unter ungu¨nstigen Bedingungen eine versta¨rkte Ex-
pression durchaus mo¨glich ist (vgl. Kapitel 3.1.9), fu¨hrt die u¨berma¨ßige Expression
unter normalen Bedingungen zum Abbau des Proteins.
3.1.11 Die Insertion mitochondrial kodierter Proteine in die Innen-
membran ist unabha¨ngig von Guf1
In Hefe ist die Translation mitochondrial kodierter Proteine eng mit deren Insertion
in die Innenmembran gekoppelt. In den vorangegangenen Kapiteln wurde bereits der
Einfluß von Guf1 als membransta¨ndiger GTPase auf die mitochondriale Translation
gezeigt. Um zu testen, ob sich die Deletion von Guf1 auch auf den Insertionspro-
zeß auswirkt, wurde die Zuga¨nglichkeit der Proteine fu¨r einen Abbau durch PK in
Mitoplasten untersucht (vgl. Kapitel 2.4.5.3). Dazu wurden Wildtyp- und ∆guf1-
Mitochondrien unter hypotonen Bedingungen geschwollen und die mitochondrial
kodierten Proteine in organello radioaktiv markiert (s. Kapitel 2.4.7). Anschließend
wurden die Proben einer Behandlung mit PK unterzogen.
Abb. 3.14 zeigt die Analyse der mit PK behandelten Mitoplasten. Sowohl in iso-
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Abbildung 3.14: Insertion mitochondrial kodierter Proteine in die Innenmembran.
Wildtyp- und ∆guf1-Mitochondrien wurden in hypoosmotischem Puffer geschwol-
len, reisoliert und anschließend unter Translationsbedingungen in Anwesenheit von
[35S]Methionin inkubiert. Die Proben wurden geteilt und je eine Ha¨lfte einem 15-
minu¨tigen PK-Verdau (50 µg/ml) unterzogen. Anschließend wurden die Proben mit-
tels SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. wt, Wildtyp.
lierten Wildtyp-Mitochondrien als auch in den ∆Guf-Mitochondrien waren alle In-
nenmembranproteine dem Abbau in gleichem Maße zuga¨nglich (s. Spuren 2 und 4,
Abb. 3.14). Var1 als Matrixprotein wurde nicht abgebaut. Auch Atp8 und 9, die
nach Assemblierung in den ATPase-Komplex einem Abbau durch PK nicht zuga¨ng-
lich sind, wurden nicht abgebaut. Alle weiteren Innenmembranproteine (Cox1, Cox2,
Cob, Cox3 und Atp6) wurden dagegen abgebaut.
Zu Kontrollzwecken wurde in den Proben auch der Abbau von Tim50 und Hep1
verfolgt. Tim50 als Innenmembranprotein mit Intermembranraumdoma¨ne wurde in
den Mitoplasten durch PK abgebaut. Hep1 als lo¨sliches Matrixprotein dagegen war
einem Abbau nicht zuga¨nglich.
Neben dem Abbau inserierter Proteine mit PK wurde der Insertionsprozeß auch
mit Hilfe von Quervernetzungsexperimenten u¨berpru¨ft. Neu entstehende Proteine
werden in einem kotranslationalen Prozeß in die Innenmembran aufgenommen (s.
Kapitel 1.4). Die mitochondriale Insertase Oxa1 interagiert dabei direkt mit den
wachsenden Polypeptidketten. Diese Interaktion kann durch Quervernetzungs- und
Immunfa¨llungsexperimente nachgewiesen werden.
Um zu untersuchen, ob in GUF1-Deletionsmutanten die Interaktion zwischen Oxa1
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Abbildung 3.15: Interaktion von Oxa1 mit wachsenden Aminosa¨ureketten wa¨hrend
der Proteininsertion. Isolierte Wildtyp- und∆guf1-Mitochondrien wurden 10 min bei
30 ◦C unter Translationsbedingungen in Anwesenheit von [35S]Methionin inkubiert.
Die Proben wurden geteilt und eine Ha¨lfte 10 min mit 1% DMSO behandelt (–DSP),
die andere Ha¨lfte mit 200 µM DSP in 1% DMSO (+DSP). Nachdem u¨berschu¨ssiges
Quervernetzungsreagenz gequencht worden war, wurden die Mitochondrien reiso-
liert, in 1% [v/v] Triton-X 100 lysiert und fu¨r Immunfa¨llungen mit Pra¨immunserum
(p. i.) oder Oxa1-spezifischem Antiko¨rper (α-Oxa1) verwendet. Zu Kontrollzwecken
wurden 5% des Lysats als Kontrolle geladen (T).
und den naszierenden Ketten gegeben ist, wurden isolierte Mitochondrien unter
Translationbedingungen inkubiert und neu entstehende Aminosa¨ureketten u¨ber ein
Quervernetzungsreagenz mit Oxa1 verknu¨pft (s. Kapitel 2.5.5). Fu¨r den spezifischen
Nachweis der Interaktion wurde die Insertase anschließend mit einem polyklonalen
Antiko¨rper gefa¨llt und vernetzte Ketten kopra¨zipitiert. Wie in Abb. 3.15 zu sehen
ist, konnten in Wildtyp- und auch in ∆guf1-Mitochondrien naszierende Ketten mit
Oxa1 gefa¨llt werden. Diese waren aufrund ihrer unterschiedlichen La¨nge gleichma¨ßig
in den Spuren 6 und 12 verteilt. Die Menge der synthetisierten Ketten war in bei-
den Proben etwa gleich groß (Abb. 3.15, Spuren 6 und 12). Proben, in denen mit
Pra¨immunserum gefa¨llt worden war, enthielten dagegen keine naszierenden Ketten.
Zu Kontrollzwecken wurden zusa¨tzlich Proben analysiert, die kein Quervernetzungs-
reagenz enthielten. Diese ergaben erwartungsgema¨ß kein Signal.
Obwohl die Translation und Insertion von Proteinen in die Innenmembran von Mito-
chondrien eng gekoppelt sind, zeigte die Deletion von GUF1 keinerlei Auswirkungen
auf den Insertionsprozeß. Dieser ist unabha¨ngig von der Produktion der Proteine
und von einem funktionellen Guf1-Protein.
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3.1.12 Die Deletion von GUF1 im Oxa1∆C(1-332) Hintergrund ist
unter suboptimalen Wachtumsbedingungen synthetisch le-
tal
Um die Kopplung von mitochondrialer Translation und Insertion und die potentielle
Rolle von Guf1 in diesem Prozeß weiter zu charakterisieren, wurde eine Doppelmu-
tante erzeugt, in der sowohl Guf1 als auch der C-Terminus von Oxa1 deletiert worden
waren. Durch die Deletion der letzten 70 Aminosa¨urereste von Oxa1 wird die In-
teraktion mit dem mitochondrialen Ribosom geschwa¨cht und damit die Insertion
beeintra¨chtigt. Die Deletion von Guf1 dagegen fu¨hrt unter Stressbedingungen zu
verlangsamter bzw. fehlerhafter Translation neu synthetisierter Proteine (s. Kapi-
tel 3.1.6 und 3.1.7).
Wie aus Abb. 3.16 hervorgeht, fu¨hrte die simultane Deletion beider Komponenten
und damit die Beeintra¨chtigung beider Prozesse zugleich zu einer synthetischen Le-
talita¨t der Doppelmutante unter Stressbedingungen. Die Einzelmutationen dagegen
beeinflußten das Wachstum der Hefen nicht.
Abbildung 3.16: Die Deletion von GUF1 und dem C-Terminus von Oxa1 fu¨hrt un-
ter suboptimalen Bedingungen zu synthetischer Letalita¨t. Die angegebenen Sta¨mme
wurden in YP-Medium mit 2% [w/v] Galaktose bis zu einer OD600 von ca. 1,0
angezogen, gewaschen und auf eine OD600 von 0,5 eingestellt. Von einer 1:10
Verdu¨nnungsreihe wurden je 3,5 µl auf YP-Platten mit 2 oder 0,5% [w/v] Glyzerin
aufgetragen und bei 37 ◦C inkubiert.
Dies ist ein weiterer Hinweis auf eine Funktion von Guf1 fu¨r die Synthese funktio-
neller Proteine in Mitochondrien. Die Oxa1∆C-Mutation fu¨hrt alleine noch nicht
zu einem respiratorischen Pha¨notyp, auch wenn sie die Insertion mitochondrialer
Proteine in die Innenmembran sto¨rt. Wird allerdings zusa¨tzlich auch Guf1 ausge-
schaltet, so unterschreitet die Menge neu synthetisierter und funktioneller Proteine
die Schwelle, die zur Aufrechterhaltung der Zellatmung notwendig ist. Dies fu¨hrt zu
der unter restriktiven Bedingungen beobachteten Letalita¨t.
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3.2 Rekonstitution des Oxa1-Ribosomen-Komplexes in
vitro
(in Zusammenarbeit mit Dr. Eli O. van der Sluis, AK Beckmann, Genzentrum der
LMU Mu¨nchen, Deutschland)
In Mitochondrien ist die Produktion der dort kodierten Proteine eng mit deren
Insertion in die Innenmembran verknu¨pft [137] [61]. Neben dem mitochondrialen
Ribosom spielt dabei die Translokase Oxa1 eine wichtige Rolle. Als homooligomerer
Komplex vermittelt Oxa1 die Aufnahme der mitochondrialen Translationsprodukte
in die Innenmembran von Mitochondrien (s. Kapitel 1.4). Die Deletion von Oxa1
fu¨hrt zur Akkumulation der produzierten Proteine in der Matrix und infolgedessen
zu respiratorischer Defizienz [55] [1].
Obwohl der Oxa1-Komplex bereits seit la¨ngerem als hauptsa¨chliche Insertase fu¨r
mitochondrial kodierte Proteine gilt [136], ist u¨ber dessen Struktur und Funkti-
onsweise wenig bekannt. Auch die Interaktion mit mitochondrialen Ribosomen ist
bislang nur biochemisch charakterisiert worden.
Um Aufschlu¨sse u¨ber die Struktur des Oxa1-Komplexes und den kotranslationa-
len Insertionsprozeß in Mitochondrien zu erhalten, sollte ein Komplex aus Oxa1 und
mitochondrialen Ribosomen fu¨r kryo-elektronenmikroskopische Analysen rekonstitu-
iert werden. Zu diesem Zweck wurden mitochondriale Ribosomen und Oxa1 jeweils
getrennt voneinander gereinigt. Die Bindung beider Komponenten erfolgte anschlie-
ßend in vitro.
3.2.1 Affinita¨tsreinigung von Oxa1-His6 aus N. crassa
Oxa1 aus N. crassa wurde bereits ku¨rzlich als funktionelles Mitglied der Oxa1/YidC/
Alb3-Familie identifiziert und charakterisiert [96]. Im Rahmen dieser Arbeiten konn-
te unter anderem gezeigt werden, daß Oxa1 aus N. crassa das in Hefe kodierte Oxa1
funktionell ersetzen kann. Eine Interaktion in vitro mit gereinigten mitochondrialen
Ribosomen aus Hefe, wie sie spa¨ter in den Bindungsassays erfolgen sollte, konnte
somit als funktionell angenommen werden.
Fu¨r die strukturelle Analyse des mitochondrialen Oxa1-Ribosomen-Komplexes wur-
de die Translokase Oxa1 aus N. crassa u¨ber einen C-terminalen His6-tag gereinigt.
Die Reinigung des Oxa1-Komplexes erfolgte aus isolierten Mitochondrien unter den
bereits etablierten Bedingungen ([96]; s. auch Kapitel 2.5.3).
Abb. 3.17 zeigt eine Analyse der Affinita¨tsreinigung. In den Fraktionen 4 und 5 der
Elution konnte ein Protein von ca. 45 kDa angereichert werden (vgl. Abb. 3.17, Pfeil).
Dies entsprach der fu¨r Oxa1-His6 aus N. crassa bestimmten Gro¨ße [96]. Die Identita¨t
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Abbildung 3.17: Reinigung von Oxa1-His6 aus N. crassa. Isolierte Mitochondrien des
Stammes K-5-15-23-1 wurden in 1% [w/v] DDM solubilisiert. Nach Zentrifugation
des Lysats wurde dieses zur Bindung von Oxa1-His6 mit a¨quilibrierter NiNTA ver-
setzt. Anschließend wurde das Sa¨ulenmaterial gepackt, gewaschen und gebundenes
Protein mit Imidazol eluiert. Einzelne Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und
Coomassiefa¨rbung (oben) bzw. Immundekoration mit monoklonalem His-Antiko¨rper
(unten) analysiert. MS, Molekulargewichtsstandard, L, Mitochondriales Lysat, DL,
Durchlauf, W, Waschfraktion.
des gereinigten Komplexes wurde durch Immundekoration mit einem monoklonalen
His-Antiko¨rper besta¨tigt (s. Abb. 3.17, unten, Pfeil). Das gereinigte Oxa1-His6 ver-
hielt sich entsprechend den Erwartungen wa¨hrend des Reinigungsprozesses. Damit
konnte von einem intakten Proteinkomplex ausgegangen werden.
Neben der prominenten Oxa1-Bande waren zusa¨tzlich noch einige weitere Banden
in den Fraktionen 4 und 5 der Elution sichtbar (vgl. Abb. 3.17, Coomassie-Gel).
Diese waren bereits zuvor mittels massenspektrometrischer Analyse als unspezifisch
angereicherte Proteine aus dem Reinigungsprozeß identifiziert worden [111]. Einige
dieser Proteine konnten durch zusa¨tzliche Reinigungsschritte, wie z. B. Ionenaus-
tauschchromatographie und erneute Affinita¨tsreinigung, entfernt werden.
Pro Reinigung wurden jeweils ca. 1,5-2 g isolierte Mitochondrien eingesetzt. Aus
diesen konnten ca. 1 mg gereinigtes Oxa1-His6 gewonnen werden, das fu¨r die Durch-
fu¨hrung der Bindungsstudien (vgl. Kapitel 3.2.3) verwendet wurde.
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Abbildung 3.18: Reinigung mitochondrialer Ribosomen aus A) S. cerevisiae (S. c.)
und B) N. crassa (N. c.). Isolierte Mitochondrien wurden in 1% Triton X-100 ly-
siert und die Ribosomen durch 1,4 M Saccharosekissen zentrifugiert. Die isolierten
Ribosomen (P) wurden zusammen mit dem mitochondrialen Lysat (10% T) und
dem postribosomalen U¨berstand (U¨) mittels SDS-PAGE und Immundekoration ein-
gesetzt.
3.2.2 Reinigung mitochondrialer Ribosomen aus S. cerevisiae und N.
crassa
Zur Durchfu¨hrung der in vitro Bindungsexperimente wurden mitochondriale Ribo-
somen aus S. cerevisiae und N. crassa isoliert. Die Reinigung erfolgte in einem zwei-
stufigen Prozeß. Zuna¨chst wurden die Ribosomen aus isolierten Mitochondrien durch
Zentrifugation u¨ber ein Saccharosekissen angereichert. Im Anschluß daran wurden
diese u¨ber einen linearen Saccharosegradienten gereinigt (s. Kapitel 2.5.7).
Die Anreicherung der mitochondrialen Ribosomen durch Zentrifugation u¨ber ein
Saccharosekissen ist in den Abb. 3.18A und B dargestellt. Die Abbildungen zeigen
die Analyse des mitochondrialen Lysats (10% T) sowie des ribosomalen Pellets (P)
und des postribosomalen U¨berstandes (U¨) aus dem Zentrifugationsprozeß. Als ri-
bosomale Marker dienten im Falle von Hefe Antiko¨rper gegen die Proteine Mrp51
und Mrpl36. Um mitochondriale Ribosomen aus N. crassa nachzuweisen, wurden
Antiko¨rper gegen die Proteine L23 und Yml36 (Homologe zu E. coli L23 und L31)
verwendet (Abb. 3.18, L23 N. c., L31 N. c.). Als Marker fu¨r mitochondriale Matrix-
bzw. Membranproteine dienten Oxa1 und Hep1 (Hefe) sowie Tom70 im Falle von N.
crassa.
Die ribosomalen Proteine Mrp51, Mrpl36 bzw. L23 und Yml36 befanden sich nach
der Zentrifugation durch das Saccharosekissen ausschließlich in den ribosomalen
Pelletfraktionen (s. Abb. 3.18A und B, P). Proteine der mitochondrialen Matrix
bzw. der Innen- oder Außenmembran verblieben dagegen im lo¨slichen U¨berstand (s.
Abb. 3.18A und B, U¨).
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Durch diesen ersten Zentrifugationsschritt wurden die mitochondrialen Ribosomen
folglich nicht nur spezifisch angereichert, sondern auch weitestgehend von verun-
reinigendem Material getrennt. Eine zusa¨tzliche Reinigung und zugleich auch die
Analyse der Ribosomen erfolgte durch die anschließende Zentrifugation im Dichte-
gradienten (vgl. Abb. 3.19/3.20).
Mitochondriale Ribosomen sind aus Proteinen sowie ribosomaler RNA (vgl. auch
Kapitel 1.2) aufgebaut. Die rRNA kann spezifisch durch Absorptionsmessung bei
260 nm detektiert werden. Dieser Umstand wurde fu¨r den Nachweis der mitochondri-
alen Ribosomen im Saccharosegradienten ausgenutzt. Die Gradienten wurden dazu
in einzelnen Fraktionen geerntet, gleichzeitig wurde von jeder Fraktion die Absorp-
tion bei 260 nm gemessen. Damit konnte die genaue Position der Ribosomen im
Gradienten bestimmt werden. Diese ist abha¨ngig von der Wanderungsgeschwindig-
keit der Ribosomen im Gradienten (vgl. auch Kapitel 1.2).
Die Abb. 3.19A und 3.20A zeigen die Absorptionsspektren verschiedener ribosomaler
Gradienten bei 260 nm. In Abb. 3.19A ist die Reinigung mitochondrialer Ribosomen
aus S. cerevisiae dargestellt, in Abb. 3.20A die Reinigung der Ribosomen aus N.
crassa-Mitochondrien.
Eines der wichtigsten Ziele bei der Reinigung der mitochondrialen Ribosomen war,
eine Kontamination mit zytosolischen 80S Ribosomen auszuschließen. Parallel zu
den Reinigungen mitochondrialer Ribosomen wurden deshalb auch zytosolische 80S
Ribosomen aus Hefe auf Saccharosegradienten geladen. Deren Wanderungsprofil ist
in den Abb. 3.19A und 3.20A zusa¨tzlich dargestellt.
In beiden Reinigungen ergab sich fu¨r die isolierten mitochondrialen Ribosomen ein
spezifisches Wanderungsverhalten gema¨ß ihrer Sedimentationskoeffizienten. Dieser
liegt fu¨r mitochondriale Ribosomen aus Hefe bei 72S [40] und fu¨r mitochondriale
Ribosomen aus N. crassa bei 73S [86] (vgl. Kapitel 1.2). Die gereinigten Ribosomen
aus Hefe und aus N. crassa ergaben ein prominentes Signal ungefa¨hr in der Mit-
te der Gradienten (vgl. Abb. 3.19A und 3.20A). Beide wanderten erwartungsgema¨ß
weniger weit in den Saccharosegradienten ein, als die zur Kontrolle aufgetragenen zy-
tosolischen Ribosomen aus Hefe (80S, Abb. 3.19A und 3.20A). Eine Verunreinigung
der mitochondrialen Ribosomen mit zytosolischen 80S Ribosomen konnte folglich
ausgeschlossen werden.
Neben ihrer Reinheit wurde durch die Analyse der Ribosomen im Dichtegradienten
auch gleichzeitig ihr Zerfall in einzelne Untereinheiten untersucht. Die Unterein-
heiten weisen Sedimentationskoeffizienten von 54S und 37S ([40]; große und kleine
UE, S. cerevisiae) bzw. 50S und 37S ([86]; große und kleine UE N. crassa) auf und
migrieren entsprechend weniger weit im Saccharosegradienten.
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Abbildung 3.19: Reinigung mitochondrialer Ribosomen aus S. cerevisiae. A) Isolierte
Wildtyp-Mitochondrien wurden in 1% Triton X-100 solubilisiert. Nach Zentrifuga-
tion des Lysats wurde dieses auf 1,4 M Saccharosekissen geladen und erneut zen-
trifugiert. Die pelletierten Ribosomen wurden anschließend resuspendiert und auf
lineare Saccharosegradienten (10-30%) aufgetragen. Die Verteilung der Ribosomen
im Gradienten wurde durch Messung der Absorption bei 260 nm analysiert. B) Pro-
teinmuster gereinigter mitochondrialer Ribosomen aus S. cerevisiae. Fu¨r die Analyse
wurden ca. 25 µg gereinigte Ribosomen mittels SDS-PAGE und Coomassiefa¨rbung
eingesetzt.
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Abbildung 3.20: Reinigung mitochondrialer Ribosomen aus N. crassa. A) Isolierte
Mitochondrien des Stammes K5-15-23-1 wurden in 1% Triton X-100 solubilisiert.
Nach Zentrifugation des Lysats wurde dieses auf 1,4 M Saccharosekissen geladen
und erneut zentrifugiert. Die pelletierten Ribosomen wurden anschließend resuspen-
diert und auf lineare Saccharosegradienten (10-30%) aufgetragen. Die Verteilung
der Ribosomen im Gradienten wurde durch Messung der Absorption bei 260 nm
analysiert. B) Proteinmuster gereinigter mitochondrialer Ribosomen aus N. crassa.
Fu¨r die Analyse wurden ca. 25 µg gereinigte Ribosomen mittels SDS-PAGE und
Coomassiefa¨rbung analysiert.
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Einzelne Untereinheiten konnten im Falle von N. crassa gar nicht und im Falle von S.
cerevisiae nur in sehr geringem Ausmaß nachgewiesen werden (s. Abb. 3.19, Stern-
chen). Der Großteil der isolierten Ribosomen war intakt und wanderte spezifisch bei
72S bzw. 73S.
Durch die Reinigung und Analyse der mitochondrialen Ribosomen im Saccharose-
gradienten wurden somit zwei wichtige Faktoren u¨berpru¨ft: Zum einen wurde eine
Verunreinigung mit zytosolischen 80S Ribosomen ausgeschlossen. Zum anderen wur-
de die Intaktheit der Ribosomen nachgewiesen.
Zusa¨tzlich zur photometrischen Analyse der mitochondrialen Ribosomen wurden
diese auch biochemisch mittels SDS-PAGE und Coomassiefa¨rbung (s. Abb. 2.5.8
und 2.5.9) untersucht. Die Abb. 3.19B und 3.20B zeigen die fu¨r die mitochondrialen
Ribosomen erhaltenen Proteinmuster. Typisch fu¨r diese war die gleichfo¨rmige leiter-
artige Struktur der Proteinbanden.
Fu¨r die Isolierung mitochondrialer Ribosomen wurden, je nach verwendetem Orga-
nismus, unterschiedliche Mengen an Mitochondrien eingesetzt. Wa¨hrend fu¨r die Rei-
nigung aus N. crassa meist 1,5-2 g isolierte Mitochondrien als Startmaterial dienten,
wurden fu¨r die Reinigung aus S. cerevisiae nur etwa 20 mg an isolierten Mitochon-
drien verwendet. Die Ausbeuten fu¨r die Reinigung aus Hefe waren entsprechend
geringer. Pro Reinigung konnten hier nur ca. 0,4 A260 gereinigte Ribosomen gewon-
nen werden (Die Menge gereinigter Ribosomen wird in Absorptionseinheiten A260
angegeben. Eine A260 gereinigter Ribosomen entspricht einer OD von 1 in einem
Volumen von 1 ml; [97]). Eine Reinigung aus N. crassa ergab hingegen im Schnitt
ca. 20 A260 gereinigter Ribosomen.
3.2.3 Bindung von Oxa1-His6 an gereinigte Ribosomen in vitro
In den beiden vorangehenden Kapiteln wurde die Reinigung des Oxa1-Komplexes
und der mitochondrialen Ribosomen beschrieben. Fu¨r die strukturelle Untersuchung
des Oxa1-Ribosomen-Komplexes mittels Kryo-Elektronenmikroskopie mußten beide
Komponenten in vitro rekonstituiert werden. Dazu wurde zuna¨chst nach geeigneten
Bedingungen gesucht. Getestet wurden u. a. verschiedene Salze, Detergenzien und
Zusa¨tze. Die besten Ergebnisse wurden mit den in Tabelle 2.6 (s. Kapitel 2.5.7)
angegebenen Puffern erreicht. Diese wurden auch fu¨r die in Abb. 3.21 dargestellte
Bindung von Oxa1-His6 an isolierte Ribosomen aus N. crassa verwendet.
Um eine mo¨glichst hohe Zahl an mitochondrialen Ribosomen zu erhalten, die Oxa1-
His6 gebunden hatten, wurde dieses in einem molaren U¨berschuß von 1:10 zu den
gereinigten Ribosomen gegeben. Die Stabilita¨t und Spezifita¨t der Bindung wurde an-
schließend durch Zentrifugation der Ribosomen und Oxa1 durch ein Saccharosekissen
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Abbildung 3.21: Bindung von Oxa1 an isolierte Ribosomen aus N. crassa in vitro.
Gereinigtes Oxa1-His6 wurde in einem 10fachen U¨berschuß mit isolierten Riboso-
men inkubiert. Nach Zentrifugation der Proben durch Saccharosekissen wurden die
ribosomalen Pelletfraktionen (P) gegenu¨ber den lo¨slichen Fraktionen (U¨) mittels
SDS-PAGE und Coomassieblaufa¨rbung bzw. Immundekoration analysiert.
analysiert. Zu Kontrollzwecken wurden auch gereinigte Ribosomen und Oxa1-His6
allein auf Saccharosekissen geladen.
Abb. 3.21 zeigt die Analyse eines Bindungsexperiments. Die pelletierten Ribosomen
(P) wurden im Vergleich zum U¨berstand (U¨) aufgetragen. Wie in den Spuren 4
und 6 des Coomassie-Gels (s. Abb. 3.21) zu sehen ist, wurden die Ribosomen durch
die Zentrifugation erfolgreich pelletiert. Diese konnten durch das fu¨r sie typische
leiterartige Bandenmuster nachgewiesen werden.
U¨ber die Anlagerung von Oxa1-His6 an die Ribosomen konnte im Coomassie-Gel kei-
ne Aussage gemacht werden, da zu viele ribosomale Proteine die Oxa1-Bande u¨ber-
lagerten. Die Bindung wurde daher mittels Immundekoration mit Oxa1-spezifischem
Antiserum untersucht.
In Proben, die sowohl gereinigtes Oxa1-His6 als auch isolierte Ribosomen enthiel-
ten, konnte Oxa1-His6 mit den Ribosomen pelletiert werden. Dieses war deutlich in
der ribosomalen Fraktion nachweisbar (s. Abb. 3.21, Spur 6). In Proben, die aus-
schließlich gereinigtes Oxa1-His6 enthielten, ergab die Dekoration kein Signal in der
Pelletfraktion. Hier verblieb Oxa1 vollsta¨ndig im U¨berstand (s. Abb 3.21, Spuren 1
und 2). In Spuren, in denen nur gereinigte Ribosomen aufgetragen waren, war Oxa1
ebenfalls nicht detektierbar (s. Abb 3.21, Spuren 3 und 4).
Oxa1 wanderte folglich nur in die Pelletfraktion, sobald mitochondriale Ribosomen
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in den Proben enthalten waren. Eine Aggregation des gereinigten Oxa1-Komplexes
und daraus folgende Pelletierung konnte ausgeschlossen werden (vgl. Abb. 3.21, Spu-
ren 1 und 2). Damit konnte die Migration des gereinigten Oxa1 in die Pelletfraktion
spezifisch auf die Bindung an die isolierten Ribosomen in vitro zuru¨ckgefu¨hrt wer-
den.
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Kapitel 4
Diskussion
4.1 Charakterisierung der mitochondrialen GTPase
Guf1
Im Gegensatz zur zytosolischen Translationsmaschinerie produziert das Transla-
tionssystem der Mitochondrien nur noch sehr wenige Proteine. Dabei handelt es
sich zumeist um stark hydrophobe Membranproteine. Ihre optimale Synthese ist
Voraussetzung fu¨r eine korrekte Assemblierung der mitochondrialen Atmungsket-
tenkomplexe.
4.1.1 Guf1 als optimierender Faktor der Translation
In dieser Arbeit wurde ein Protein charakterisiert, das an der Optimierung der mito-
chondrialen Proteintranslation beteiligt ist. Hierbei handelt es sich um die GTPase
Guf1. Guf1 war bereits vor la¨ngerer Zeit als ’GTPase unbekannter Funktion’ iden-
tifiziert worden [65]. Schon damals wurde das Protein der Klasse der elongations-
faktora¨hnlichen GTPasen zugeordnet, jedoch wurde es bis heute funktionell nicht
charakterisiert.
Durch phylogenetische Analysen konnte gezeigt werden, daß es sich bei Guf1 um ein
hochkonserviertes Protein handelt. Homologe fanden sich in allen ho¨heren Eukaryo-
ten und auch in Bakterien, was eine ebenso hochkonservierte Funktion des Proteins
vermuten ließ.
Das zu Guf1 homologe Protein in E. coli ist LepA. Eine Analyse dieses Proteins hatte
ku¨rzlich dessen strukturelle Verwandtschaft zu EF-G gezeigt [114]. Durch in vitro-
Translationsexperimente und Ribosomenbindeexperimente konnte besta¨tigt werden,
daß LepA, a¨hnlich wie EF-G, eine Rolle wa¨hrend der Proteinelongation spielt [114].
Im Gegensatz zu EF-G wurde fu¨r LepA jedoch gezeigt, daß es das Ribosom wa¨hrend
der Elongation ru¨ckwa¨rts entlang der mRNA bewegt. Qin et al. schlugen daher
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fu¨r LepA eine Rolle als Optimierungsfaktor vor, der im Falle einer unvollsta¨ndigen
Translokation durch EF-G das Ribosom aktiv ru¨ckwa¨rts bewegen und somit eine
nochmalige Vorwa¨rtsbewegung ermo¨glichen ko¨nnte [114].
Eine a¨hnliche Funktion ist auch fu¨r das mitochondriale Homolog aus Hefe, Guf1,
denkbar. Bereits die na¨here Analyse der Aminosa¨uresequenz des Proteins machte
eine Funktion als ’Optimierungsfaktor Guf1’ wa¨hrend der mitochondrialen Transla-
tion wahrscheinlich. Diese Analyse zeigte zum einen die nahe Verwandtschaft zwi-
schen Guf1 und EF-G, was eine Rolle wa¨hrend der Proteinsynthese unterstu¨tzt.
Sie zeigte andererseits allerdings auch, daß sich Guf1 in struktureller Hinsicht von
EF-G unterscheidet. Im Gegensatz zu EF-G fand sich in keinem der analysierten
Guf1-Proteine ein der EF-G-Doma¨ne IV entsprechender Sequenzabschnitt. Dieser
Bereich fehlte vo¨llig. Die Bedeutung dieser Doma¨ne fu¨r den Elongationsprozeß wur-
de bereits eingehend untersucht [118] [126] [83]. Sie interagiert mit dem Zentrum
fu¨r Codon-Anticodon-Erkennung des Ribosoms und ist fu¨r eine effiziente Translo-
kation essentiell. Eine Deletion dieser Doma¨ne IV la¨ßt zwar die Bindung von EF-G
an das Ribosom und die Hydrolyse von GTP noch zu, sie fu¨hrt jedoch zum Ver-
lust der Translokationsaktivita¨t [118] [126]. In U¨bereinstimmung damit fu¨hrte die
Anwesenheit von LepA in in vitro-Experimenten anstelle einer Vorwa¨rts- zu einer
Ru¨ckwa¨rtsbewegung gereinigter Ribosomen entlang der mRNA [114].
Eine a¨hnliche Funktionsweise ist aufgrund der hohen Homologie auch fu¨r Guf1 wahr-
scheinlich. Guf1 ko¨nnte, a¨hnlich wie LepA, das Ribosom wa¨hrend der Translati-
on ru¨ckwa¨rts bewegen. Bei einer vorangegangenen fehlerhaften Vorwa¨rtsbewegung
ko¨nnte dies einen erneuten Translokationsversuch durch EF-G ermo¨glichen. Auf die-
se Weise wa¨re, trotz fehlerhafter Translokation, eine optimale Progression der Pro-
teinelongation gewa¨hrleistet.
Ein direkter Nachweis fu¨r einen solchen Mechanismus, a¨hnlich wie er fu¨r LepA er-
bracht wurde, konnte im Fall von Guf1 allerdings nicht erbracht werden. Im Ge-
gensatz zu dem seit Jahren etablierten in vitro-Translationssystem mit gereinigten
Komponenten aus E. coli existiert fu¨r mitochondriale Ribosomen kein vergleichba-
res System. Die Charakterisierung von Guf1 war daher auf Analysen in vivo und in
organello beschra¨nkt.
Die Mo¨glichkeit, daß Guf1 eine Rolle als optimierender Faktor in der Translati-
on spielen ko¨nnte, wurde durch Ribosomen-Bindeexperimente besta¨tigt. Fu¨r Guf1
konnte, ebenso wie fu¨r LepA, eine GTP-abha¨ngige Bindung an Ribosomen gezeigt
werden (s. Kapitel 3.1.5).
Die Bindung von Guf1 an mitochondriale Ribosomen erwies sich als dynamischer
GTP-abha¨ngiger Prozeß. A¨hnlich wie dies auch bereits fu¨r die Elongationsfaktoren
EF-Tu und EF-G gezeigt worden war [134] [125] [17], liegt Guf1 vermutlich in einer
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aktiven GTP-gebundenen Form vor und in einer inaktiven GDP-Form. Guf1 in ak-
tiver Form kann an mitochondriale Ribosomen binden. Liegt Guf1 dagegen in der
GDP-Form vor, erfolgt keine Bindung an mitochondriale Ribosomen. Die Hydrolyse
von GTP ist Voraussetzung fu¨r die Dissoziation des Guf1-Ribosomen-Komplexes.
In Anwesenheit des nichthydrolysierbaren GTP-Analogs GTPγS blieb gebundenes
Guf1 fest mit den mitochondrialen Ribosomen assoziiert (s. Kapitel 3.1.5).
Die regulierte Bindung von Guf1 an mitochondriale Ribosomen ist im Einklang mit
einer Funktion wa¨hrend der Translation, a¨hnlich wie sie auch fu¨r LepA vorgeschlagen
wurde. Zugleich unterstu¨tzt die Analogie des GTP-getriebenen Bindemechanismus
auch die Zuordnung von Guf1 zur Klasse der Elongationsfaktoren.
4.1.2 Die Bedeutung von Guf1 fu¨r die Translation unter subopti-
malen Bedingungen
Trotz der Zuordnung von Guf1 zur Klasse der Elongationsfaktoren und einer mo¨gli-
chen optimierenden Funktion im Translationsprozeß war die physiologische Relevanz
des Proteins unklar. Fru¨here Untersuchungen hatten bereits gezeigt, daß die Dele-
tion von Guf1 unter normalen Kulturbedingungen keinerlei Auswirkungen auf das
Wachstum von Hefen zeigte [65]. Eine wichtige Funktion in der mitochondrialen
Translation, wie sie fu¨r eine derart hochkonservierte GTPase erwartet worden wa¨re,
ha¨tte zumindest auf einer nichtfermentierbaren Kohlenstoffquelle einen deutlichen
Wachstumsdefekt erwarten lassen. Dies war jedoch nicht der Fall. In verschiedenen
Testreihen konnte gezeigt werden, daß sich die Deletion von Guf1 unter norma-
len Bedingungen nicht auf das Wachstum der Hefen auswirkt (s. Kapitel 3.1.4).
In U¨bereinstimmung damit zeigte auch die Deletion von LepA in E. coli keinerlei
Auswirkungen auf das Wachstum der Bakterien unter normalen Bedingungen [29]
[114].
Die hypothetische Rolle von Guf1 als ’Optimierungsfaktor’ legte andererseits auch
die Mo¨glichkeit nahe, daß seine Funktionalita¨t unter normalen Bedingungen nicht
zwingend notwendig ist. Vielmehr wurde eine essentielle Funktion des Proteins unter
Stressbedingungen vermutet. Im Gegensatz zu optimalen Kulturbedingungen konn-
te unter kohlenstoﬄimitierten Bedingungen bzw. bei suboptimalen Temperaturen
ein eingeschra¨nktes Wachstum fu¨r ∆guf1-Mutanten festgestellt werden (s. Kapi-
tel 3.1.4). Der Wachstumsdefekt wurde besonders deutlich, sobald die Stressbedin-
gungen miteinander kombiniert wurden (z. B. hohe Temperaturen und Kohlenstoff-
mangel).
Die Tatsache, daß die Deletion von Guf1 erst unter Stressbedingungen zu einem sig-
nifikanten Pha¨notyp fu¨hrt, unterstu¨tzt eine mo¨gliche Rolle als Optimierungsfaktor
wa¨hrend der Translation. Wa¨hrend dessen Funktion unter optimalen Bedingungen
nicht zwingend notwendig ist, ist sie unter Einfluß verschiedener Stressfaktoren von
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entscheidender Bedeutung. Unter diesen Bedingungen ist eine optimale Proteinsyn-
these nicht mehr gewa¨hrleistet. Die Anwesenheit eines optimierenden Faktors kann
die Proteinsynthese jedoch entscheidend verbessern. Dadurch wird eine Anpassung
an die ungu¨nstigen Bedingungen gewa¨hrleistet.
Unterstu¨tzt wurde diese Hypothese durch die Beobachtung, daß die Expression von
Guf1 temperaturabha¨ngig reguliert ist und Guf1 insbesondere bei hohen Temperatu-
ren versta¨rkt produziert wird (s. Kapitel 3.1.9). Eine prozeßoptimierende Funktion
von Guf1 vor allem unter Stressbedingungen ist also durchaus wahrscheinlich.
Um die Bedeutung des Proteins fu¨r die mitochondriale Translation nachzuweisen,
wurde die Synthese der mitochondrial kodierten Proteine in organello unter verschie-
denen Bedingungen verfolgt. Dabei wurde, wie bereits aufgrund der Wachstumsana-
lysen vermutet, festgestellt, daß Guf1 fu¨r den Translationsprozeß an sich zuna¨chst
nicht notwendig ist (vgl. Kapitel 3.1.6). Aus den Translationskinetiken bei 15 ◦C
war jedoch deutlich zu erkennen, daß sich Guf1 auf die Effizienz des Synthesepro-
zesses auswirkt. Obwohl auch bei 15 ◦C alle Proteine synthetisiert wurden, war ihre
Produktion in der Deletionsmutante gegenu¨ber der im Wildtyp eingeschra¨nkt. Ur-
sache dafu¨r war vermutlich eine Verlangsamung der Proteinsynthese aufgrund einer
ungenaueren Translokation der mitochondrialen Ribosomen.
Die Translation von Proteinen ist ein komplexer dynamischer Prozeß, der insbeson-
dere wa¨hrend der Proteinelongation durch eine wiederkehrende Folge von Teilprozes-
sen gekennzeichnet ist [115]. Einer der wichtigsten Schritte ist die korrekte Bewegung
des Ribosoms entlang der mRNA um exakt ein Basentriplett. Dieser Schritt wird
von dem Elongationsfaktor EF-G katalysiert und wurde bis vor kurzem als in sich
perfekter Prozeß angesehen. Die Charakterisierung von LepA aus E. coli und des-
sen Bedeutung fu¨r die Translation in vitro ließ jedoch vermuten, daß zumindest die
Translokation nicht immer fehlerfrei abla¨uft.
Insbesondere bei suboptimalen Temperaturen ist also aufgrund der verlangsamten
biochemischen Reaktion eine fehlerhafte Translation nicht unwahrscheinlich. Ein op-
timierender Faktor wie LepA oder auch Guf1 kann den Prozeß unter solchen Be-
dingungen durchaus verbessern und eine Anpassung an nichtoptimale Bedingungen
ermo¨glichen.
Fu¨r die Proteinsynthese bei 37 ◦C ergab sich ein vo¨llig anderes Bild. Hier konnte,
trotz Deletion von Guf1, kein Unterschied in der Proteinproduktion im Vergleich
zum Wildtyp festgestellt werden (vgl. Abb. 3.8). Der temperatursensitive Pha¨no-
typ der ∆guf1-Mutante ließ allerdings vermuten, daß die synthetisierten Proteine
nicht voll funktionsfa¨hig sind. Eine Erho¨hung der Temperatur fu¨hrt automatisch
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auch zu einer Beschleunigung der biochemischen Reaktionen, folglich auch zu einer
schnelleren und evtl. ungenauen Translokation des Ribosoms. Gleichzeitig bedeuten
hohe Temperaturen aber auch eine schnellere Codon-Anticodon-Erkennung, was bei
einer unvollsta¨ndigen Translokation zum Einbau einer falschen Aminosa¨ure fu¨hren
ko¨nnte. Ohne die Hilfe eines optimierenden Faktors, der eine fehlerhafte Transloka-
tion ausgleichen kann, in diesem Fall Guf1, ha¨tte dies die Synthese von fehlerhaften
Proteinen zur Folge.
Diese Hypothese konnte durch zwei voneinander unabha¨ngige Experimente besta¨tigt
werden. Zum einen war die Aktivita¨t der Cytochrom c-Oxidase, deren Kernkompo-
nenten Cox1, 2 und 3 alle im mitochondrialen Genom kodiert sind, in den ∆guf1-
Mitochondrien stark verringert (vgl. Kapitel 3.1.8). Zum anderen wurde gerade fu¨r
die Untereinheiten Cox1 und Cox2 eine Anha¨ufung fehlerhafter Translationspro-
dukte festgestellt (vgl. Kapitel 3.1.7). Im Falle von Cox2 a¨ußerte sich dies durch
eine versta¨rkte Tendenz zur Aggregation. Die fehlerhafte Synthese von Cox1 hin-
gegen a¨ußerte sich durch die Akkumulation eines aberranten Translationsproduktes
(mp15). Dieses tritt ha¨ufig dann auf, sobald die Synthese bzw. Insertion und As-
semblierung von Cox1 in den COX-Komplex beeintra¨chtigt ist [157].
Diese Analysen besta¨tigen somit die aus den Wachstumstests erhaltenen Ergebnisse.
Wa¨hrend Guf1 unter optimalen Bedingungen nicht notwendig ist, ist das Protein fu¨r
eine effiziente Translation unter suboptimalen Bedingungen von großer Wichtigkeit.
Durch seine prozeßoptimierende Wirkung vermindert es einerseits die Fehlerrate
wa¨hrend der Translation. Andererseits gewa¨hrleistet Guf1 eine effektive Translation
bei niedrigen Temperaturen und ermo¨glicht dadurch eine unmittelbare Anpassung
an ungu¨nstige Wachstumsbedingungen.
4.1.3 Die Bedeutung von Guf1 fu¨r die Produktion von Membran-
proteinen in Mitochondrien
Im Gegensatz zu den lo¨slichen Elongationsfaktoren Tu und G wurde LepA als mem-
branassoziierte GTPase identifiziert [81]. Dies und die Tatsache, daß das Gen fu¨r
LepA in einem Operon mit dem der Leaderpeptidase kodiert ist [80], ließ eine Rol-
le speziell bei der Produktion von Membranproteinen bzw. sekretorischen Prote-
inen vermuten. Experimentell konnte eine solche Funktion allerdings bisher nicht
besta¨tigt werden.
Eine Rolle speziell in der Produktion von Membranproteinen ist durchaus auch fu¨r
Guf1 denkbar. Dieses wurde ebenfalls als membransta¨ndiges Matrixprotein identifi-
ziert (s. Kapitel 3.1.2 und 3.1.3). Die Membranbindung ko¨nnte durch die LepA/Guf1-
spezifische C-terminale Doma¨ne, die allen Guf1-Homologen zu eigen ist, vermittelt
werden. A¨hnliches wurde auch bereits fu¨r LepA vermutet [114]. Obwohl eine Analyse
der Aminosa¨urensequenz keine direkten Hinweise auf eine Membranassoziation von
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Abbildung 4.1: Modell fu¨r die Koordination von Synthese und Insertion mitochon-
drial kodierter Proteine in die Mitochondrienmembran. Das mitochondriale Ribosom
ist wa¨hrend der kotranslationalen Proteininsertion an der Innenmembran lokalisiert.
Dort interagiert es mit mitochondrialen Translationsaktivatoren [95] [33] [68], der
Translokase Oxa1 [137] [61], mit Mba1 [102] und anderen beteiligten Faktoren, z. B.
Mdm38 [36]. Als optimierender Faktor der Translation wirkt die membransta¨ndige
GTPase Guf1.
Guf1/LepA u¨ber diese Doma¨ne ergeben hatte, ist eine Bindung an die Membran
u¨ber diese Doma¨ne durchaus denkbar. Alle anderen Doma¨nen von Guf1 bzw. LepA
wiesen starke A¨hnlichkeit zu Doma¨nen in EF-G auf. Die Mo¨glichkeit, daß eine dieser
Doma¨nen die Membranassoziation vermittelt, ist eher unwahrscheinlich.
Das mitochondriale Genom in S. cerevisiae kodiert vorwiegend fu¨r stark hydropho-
be Membranproteine. Um deren Aggregation zu verhindern, ist die Translation der
Proteine eng mit ihrer Insertion in die mitochondriale Innenmembran gekoppelt
[137] [61] [95]. Ein membranassoziierter Elongationsfaktor, der in die Optimierung
der Synthese involviert ist, ko¨nnte gleichzeitig indirekt die kotranslationale Insertion
koordinieren und so eine effiziente Assemblierung der mitochondrialen Atmungsket-
tenkomplexe ermo¨glichen (s. Abb. 4.1).
Durch verschiedene Experimente konnte gezeigt werden, daß Guf1 tatsa¨chlich eine
Rolle in der Produktion von Membranproteinen spielt. Ein erster Hinweis darauf
ergab sich aus der bereits erla¨uterten reduzierten Cytochrom c-Oxidase-Aktivita¨t
in ∆guf1-Mitochondrien (s. Abb. 3.10). Weder die Synthese noch die Insertion der
mitochondrial kodierten COX-Untereinheiten war unter den gewa¨hlten Bedingungen
beeintra¨chtigt. Vielmehr deuteten die versta¨rkte Tendenz zur Aggregation von Cox2
und das Auftreten des aberranten Proteins mp15 auf eine erho¨hte Fehlerrate bei
der Translation hin. Daru¨berhinaus fu¨hrte die simultane Deletion von Guf1 und des
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C-Terminus der Translokase Oxa1 zu einem synthetischen Wachstumsdefekt unter
Stressbedingungen (vgl. Kapitel 3.1.12).
Der C-Terminus von Oxa1 ist von essentieller Bedeutung fu¨r die Insertion der mito-
chondrial kodierten Membranproteine. Er stellt die Verbindung zwischen dem mem-
branintegrierten Teil von Oxa1 und dem Ribosom wa¨hrend der kotranslationalen
Insertion her und gewa¨hrleistet die funktionelle Kopplung beider Prozesse [137] [61].
Die Deletion dieser C-terminalen Doma¨ne fu¨hrt zwar nicht zu einem respiratorischen
Pha¨notyp, jedoch beeintra¨chtigt sie die Insertion der mitochondrial kodierten Pro-
teine.
Die Tatsache, daß die Deletion von Guf1 in Kombination mit der C-terminalen Oxa1-
Deletion zu einem respiratorischen Defekt unter Stressbedingungen fu¨hrt, besta¨tigt
eine Funktion von Guf1 in der Biogenese von Membranproteinen. Gleichzeitig spricht
sie auch fu¨r die funktionelle Kopplung von Translation und Insertion. Wa¨hrend sich
die C-terminale Deletion auf den Insertionsprozeß auswirkt, beeinflußt die Deletion
von Guf1 den Translationsprozeß. Unter normalen Bedingungen wird die Doppelde-
letion toleriert, da hier ein funktionelles Guf1 nicht zwingend notwendig ist und nur
die Insertion durch die C-teminale Oxa1-Deletion beeintra¨chtigt ist. Unter restrikti-
ven Bedingungen dagegen ist die Funktion von Guf1 von entscheidender Bedeutung,
in diesem Fall sind also Translation und Insertion betroffen. Durch die Doppeldele-
tion werden nicht mehr genu¨gend funktionelle Proteine produziert und inseriert, um
die Zellatmung aufrechtzuerhalten. Dies fu¨hrt zu der beobachteten Letalita¨t.
Die vorgeschlagene Funktion von Guf1 als translationsoptimierender Faktor wirft je-
doch die Frage auf, weshalb eine Deletion nicht zu einem ausgepra¨gteren Pha¨notyp
fu¨hrt. Mehrere Arbeiten legen die Vermutung nahe, daß die mitochondrial kodierten
Proteine vermutlich im U¨berschuß u¨ber ihre nuklea¨r kodierten Assemblierungspart-
ner produziert werden [78] [2]. Unter normalen Bedingungen wird nur ein geringer
Anteil der synthetisierten Proteine in die mitochondrialen Atmungskettenkomplexe
eingebaut. Ein Großteil der produzierten Proteine wird dagegen vermutlich abgebaut
[63] [2].
Obwohl ein derartiges Szenario o¨konomisch nicht sinnvoll erscheint, ermo¨glicht es die
Auswahl funktioneller Polypeptidketten und verhindert die Entstehung von nicht-
funktionellen oder gar scha¨dlichen OXPHOS-Komplexen. Wie die Selektion der Pro-
teine funktioniert, ist nicht genau verstanden. Hinweise lassen jedoch vermuten, daß
diese zeitlich an den Insertions- und Assemblierungsprozeß gekoppelt ist [63].
Unter normalen bzw. optimalen Bedingungen wird sich also eine Deletion von Guf1
nicht unmittelbar auf das Wachstum der Hefen auswirken. Die Synthese von fehler-
haften Peptidketten ist unter diesen Bedingungen zum einen vermutlich sehr gering.
Zum anderen ermo¨glicht die Produktion im U¨berschuß und die nachgeschaltete Qual-
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tita¨tskontrolle durch die Membranproteasen die Selektion funktioneller Polypeptide
aus einem großen Pool synthetisierter Proteine. Trotz mo¨glicher Fehler bei der Pro-
teinsynthese ist dadurch die Assemblierung von funktionellen Atmungskettenkom-
plexen gewa¨hrleistet.
Unter restriktiven Bedingungen sind die Zellen dagegen gezwungen, ihre Protein-
produktion an die vorhandenen Na¨hrstoffbedingungen anzupassen. Ein Synthese im
starken U¨berschuß ist daher nicht mo¨glich. Eine vermehrte Produktion fehlerhaf-
ter Proteine, wie dies bei einer Deletion von Guf1 der Fall ist, kann unter diesen
Bedingungen nicht so einfach toleriert werden. Durch das Fehlen des optimieren-
den Faktors werden nicht mehr genu¨gend funktionelle Proteine produziert, um die
Zellatmung aufrechtzuerhalten. Dies fu¨hrt zu den beobachteten Wachstumsdefekten
unter suboptimalen Wachstumsbedingungen.
4.2 Charakterisierung des Oxa1-Ribosomen-Komplexes
4.2.1 Die mitochondriale Translokase Oxa1
Die physische und funktionelle Kopplung der Translokase Oxa1 mit dem mitochon-
drialen Ribosom ist fu¨r den kotranslationalen Insertionsprozeß in Hefe von essentiel-
ler Bedeutung. Obwohl Oxa1 in den letzten Jahren recht gut charakterisiert werden
konnte (zur U¨bersicht s. [136]), ist u¨ber seine Struktur und Funktionsweise wenig
bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Eli O. van der
Sluis (AK Beckmann, Genzentrum der LMU Mu¨nchen, Deutschland) ein Komplex
aus gereinigtem Oxa1, gebunden an mitochondriale Ribosomen, in vitro rekonstitu-
iert. Dieser Komplex sollte als Grundlage fu¨r strukturelle Untersuchungen mittels
Kryo-EM dienen.
Fu¨r die Analysen wurde Oxa1 aus dem Schimmelpilz N. crassa gereinigt. Dieses war
bereits vor kurzem als funktionelles Mitglied der Oxa1/YidC/Alb3-Familie identifi-
ziert und charakterisiert worden [96].
Obwohl die Sequenzidentita¨t innerhalb der Oxa1/YidC/Alb3-Familie generell eher
gering ist, zeichnen sich alle Mitglieder durch eine konservierte Kernregion aus [27]
[38]. Diese besteht aus fu¨nf Transmembrandoma¨nen, die in charakteristischer Art
aufeinander folgen. Zusa¨tzlich sind einige Mitglieder der Oxa1/YidC/Alb3-Familie
durch eine C-terminale Doma¨ne gekennzeichnet. Hierbei handelt es sich um eine
lo¨sliche Doma¨ne von ca. 100 Aminosa¨ureresten mit der Tendenz zu Bildung von
coiled-coil-Strukturen [56]. Fu¨r das Oxa1 aus Hefe konnte ku¨rzlich gezeigt werden,
daß diese Doma¨ne eine entscheidende Rolle im kotranslationalen Insertionsprozeß
spielt und die Bindung an das mitochondriale Ribosom vermittelt [137] [61].
A¨hnlich wie das Homolog aus Hefe verfu¨gt auch Oxa1 aus N. crassa u¨ber diesen
konservierten Aufbau [96]. Obwohl die Sequenzidentita¨t zwischen beiden Proteinen
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nur bei ca. 25% liegt, kann Oxa1 aus N. crassa das Homolog aus Hefe funktionell
ersetzen. Die Expression von Oxa1 (N. c.) in Hefe behebt nicht nur den respirato-
rischen Defekt der Oxa1-Deletion, sie fu¨hrt auch zur Bildung anna¨hernd normaler
Cox2-Mengen in den Mitochondrien [96]. Cox2 ist das mitochondrial kodierte Pro-
tein in Hefe, dessen Insertion am sta¨rksten von einem funktionellen Oxa1-Protein
abha¨ngt. Die Deletion von Oxa1 fu¨hrt zur Akkumulation und nachfolgend zum Ab-
bau des Cox2-Vorla¨ufers in der Matrix [52] [51]. Die Tatsache, daß Oxa1 (N. c.) zur
Bildung stabiler Mengen an Cox2 in Hefe fu¨hrt, zeigt, daß das mitochondriale Ribo-
som wa¨hrend der kotranslationalen Insertion funktionell mit dem Oxa1-Homolog aus
N. crassa interagieren kann. Dies ermo¨glicht eine effektive Insertion der mitochon-
drial kodierten Proteine und fu¨hrt zur funktionellen Assemblierung mitochondrialer
Atmungskettenkomplexe.
Sowohl in Hefe als auch in N. crassa liegt Oxa1 als homooligomerer Komplex vor.
Bereits in fru¨heren Arbeiten konnte gezeigt werden, daß beide eine molekulare Masse
von 200 bis 300 kDa aufweisen [137] [96]. Obwohl eine exakte Aussage u¨ber die
Sto¨chiometrie in detergenzhaltigem Puffer schwierig ist, legt die bestimmte Masse
eine Zahl von vier Oxa1-Untereinheiten pro Komplex nahe.
Wie die Oligomerisierung der Oxa1-Proteine vermittelt wird, ist noch nicht verstan-
den. Arbeiten mit C-terminalen Deletionsmutanten aus Hefe zeigten, daß die lo¨sliche
Doma¨ne nicht fu¨r die Komplexbildung no¨tig ist. Unabha¨ngig von der Deletion des
C-Terminus oligomerisierte das verku¨rzte Oxa1-Protein zu einem stabilen Komplex
[137]. Je nach Ausmaß der C-terminalen Deletion fu¨hrte diese jedoch zu einem mehr
oder weniger starken respiratorischen Pha¨notyp, was die Bedeutung dieser Doma¨ne
fu¨r die funktionelle Kopplung von Translation und Insertion bewies.
4.2.2 Mitochondriale Ribosomen und ihre funktionelle Kopplung
mit Oxa1
Fu¨r die Rekonstitution des Oxa1-Ribosomen-Komplexes wurden mitochondriale Ri-
bosomen aus N. crassa und S. cerevisiae gereinigt.
Obwohl insbesondere in den letzten Jahren viel zum Wissen und besseren Versta¨nd-
nis der mitochondrialen Translation beigetragen wurde, ist u¨ber die genaue Funk-
tionsweise und die dabei ablaufenden Mechanismen wenig bekannt. Verschiedene
Studien deuten darauf hin, daß das Translationssystem der Mitochondrien dem der
Prokaryoten a¨hnelt. So ko¨nnen beispielsweise die Translationsfaktoren EF-Tu und
IF-2 aus Hefemitochondrien ihre prokaryotischen Gegenstu¨cke funktionell ersetzen
[107] [42]. Ein Ersatz zytosolischer Faktoren war dagegen nicht mo¨glich.
Trotz dieser A¨hnlichkeiten zum prokryotischen System gibt es aber auch Hinweise
auf wesentliche Unterschiede zwischen beiden Translationssystemen. Allein schon die
Abweichungen der Verha¨ltnisse von RNA zu Protein in beiden Ribosomen (30:70 fu¨r
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mitochondriale Ribosomen gegenu¨ber 70:30 in prokaryotischen Ribosomen) verdeut-
lichen, daß sich beide Ribosomenarten auf struktureller Ebene erheblich voneinander
unterscheiden. Dies wird insbesondere auch durch das unterschiedliche Verhalten
von prokaryotischen und mitochondrialen Ribosomen in vitro deutlich. Wa¨hrend
der Umgang mit isolierten prokaryotischen Ribosomen relativ problemlos ist und
seit Jahren ein funktionelles in vitro-Translationssystem existiert, konnte ein ver-
gleichbares System fu¨r mitochondriale Ribosomen noch nicht etabliert werden. Im
Gegensatz zu den prokaryotischen Ribosomen sind diese in vitro schwierig zu hand-
haben. Sie zeigten wa¨hrend der Reinigung eine starke Tendenz zur Aggregation, ein
Verhalten, das durch die Anwesenheit von Detergenz und Kardiolipin in allen Puffern
deutlich reduziert werden konnte. Ursache fu¨r diese Tendenz zur Aggregation in vitro
ist vermutlich die enge Bindung der Ribosomen an die innere Mitochondrienmem-
bran. Tatsa¨chlich gelten die mitochondrialen Ribosomen verschiedener Organismen
als membransta¨ndige Proteinkomplexe [74] [149] und a¨hneln in ihrem Verhalten eher
peripheren Membranproteinen als lo¨slichen Proteinen. Die enge Kopplung der Ribo-
somen an die Membran ko¨nnte auch erkla¨ren, weshalb es bisher noch nicht mo¨glich
war, ein funktionelles Translationssystem zu etablieren. Angesichts ihres Verhaltens
in wa¨ssrigen Lo¨sungen ist es durchaus mo¨glich, daß die Ribosomen die Umgebung
einer Membran oder auch bestimmte Proteinkomplexe aus der Membran beno¨ti-
gen, um Proteine translatieren zu ko¨nnen. Die Untersuchung ihrer Struktur ist also
insbesondere auch in dieser Hinsicht von großem Interesse.
Wie bereits zuvor beschrieben, wird die Bindung des Ribosoms an die Membran un-
ter anderem von der C-terminalen Doma¨ne des Membranproteins Oxa1 vermittelt.
Durch verschiedene Studien konnte die Bedeutung der Bindung fu¨r die funktionelle
Insertion von Proteinen in die innere Mitochondrienmembran gezeigt werden [137]
[61]. Dabei wurde deutlich, daß die Bindung von Oxa1 an das Ribosom u¨ber eine
konservierte Bindungsstelle am Ribosom vermittelt wird. Quervernetzungsexperi-
mente lassen vermuten, daß Oxa1 das Ribosom u¨ber das Protein Mrp20 kontaktiert
[61].
Das zu Mrp20 homologe Protein in E. coli ist L23. Fu¨r dieses Protein, das nahe
dem Tunnelausgang fu¨r wachsende Peptidketten lokalisiert ist [156] [128], wurde
bereits mehrfach gezeigt, daß es Teil einer universellen Bindestelle ist. Es dient,
gemeinsam mit dem Protein L29, als Anlagerungsstelle fu¨r den Triggerfaktor [67],
das prokaryotische SRP [49] und SecYEG [89]. A¨hnliche Befunde lieferten auch
strukturelle Untersuchungen zytosolischer 80S Ribosomen. Sowohl das eukaryotische
SRP [49] [50] als auch das Sec-Translokon [8] gehen wa¨hrend der kotranslationalen
Proteinsortierung Bindungen mit dem L23-Homolog Rpl25 und Rpl35 (L29 in E.
coli) ein.
Die Tatsache, daß die Bindung verschiedener Faktoren an das Ribosom in allen drei
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Translationssystemen u¨ber diese Bindungsstelle erfolgt, verdeutlicht ihre universelle
Konservierung. Trotzdem lassen vor allem strukturelle Untersuchungen an mitochon-
drialen Sa¨ugerribosomen eine gewisse Spezialisierung der Mitoribosomen vermuten
[132]. Diese Analysen zeigten unter anderem, daß sich der Tunnelausgang des mito-
chondrialen Ribosoms stark von dem des prokaryotischen Ribosoms unterscheidet.
Im Gegensatz zum prokaryotischen Ribosom, bei dem die unteren zwei Drittel des
Tunnels hauptsa¨chlich von ribosomaler RNA gebildet werden [156] [128], werden im
mitochondrialen Ribosom Tunnel und Ausgang von ribosomalen Proteinen gebildet
[132]. Damit ist die grundlegende Struktur gegenu¨ber prokaryotischen Ribosomen
drastisch vera¨ndert.
Neben dem eigentlichen Tunnelausgang wurde zusa¨tzlich noch eine zweite O¨ffnung
beobachtet, die spezifisch fu¨r mitochondriale Ribosomen ist. Diese befand sich in ei-
nigem Abstand zum eigentlichen Tunnelausgang, was die Autoren u¨ber eine mo¨gliche
Funktion dieser O¨ffnung bei der kotranslationalen Proteininsertion u¨ber Oxa1 spe-
kulieren ließ [132]. Interessanterweise wurde anstelle des Proteins L29, das in den
analysierten Rinder-Ribosomen fehlt, eine deckelartige Struktur beobachtet. Fu¨r die-
se wurde eine mo¨gliche regulatorische Funktion bei der schrittweisen Insertion der
Membranproteine vorgeschlagen [132].
Da es sich bei den beschriebenen Resultaten allerdings um Beobachtungen han-
delt, die allein durch die Untersuchung gereinigter Ribosomen gewonnen wurden,
kann u¨ber die Richtigkeit dieser Vermutungen keine Aussage gemacht werden. Diese
Vermutungen einer Anpassung speziell an die Bedu¨rfnisse einer optimalen kotransla-
tionalen Membraninsertion erscheinen reizvoll. Allerdings gibt es fu¨r eine derartige
Spezialisierung noch keinerlei funktionellen Nachweis. Zudem muß auch bemerkt
werden, daß sich das mitochondriale Sa¨ugerribosom, nicht nur was seinen RNA-
und Proteingehalt angeht, stark von den mitochondrialen Ribosomen aus Hefe und
N. crassa unterscheidet, sondern sehr wahrscheinlich auch in seinem Aufbau. Die Se-
dimentationskoeffizienten von 72S bzw. 73S der Hefe- und N. crassa-Mitoribosomen
legen einen Aufbau a¨hnlich dem der prokaryotischen Ribosomen nahe. Zugleich la¨ßt
ihr unterschiedlicher Protein- und RNA-Gehalt aber auch strukturelle Anpassungen
an spezielle Bedingungen, a¨hnlich denen der Sa¨uger-Mitoribosomen, vermuten. In-
wieweit diese Vermutungen wirklich zutreffen und welche Anpassungen evtl. mit der
kotranslationalen Insertion in Zusammnhang stehen, wird sich durch die Aufkla¨rung
der Struktur des rekonstituierten Oxa1-Ribosomen-Komplexes zeigen.
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Kapitel 5
Zusammenfassung
Das mitochondriale Genom in Hefe kodiert nur noch fu¨r acht Proteine. Sieben davon
sind Kernkomponenten der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe. Ihre effiziente
und koordinierte Synthese ist Voraussetzung fu¨r die Energiegewinnung durch oxida-
tive Phosphorylierung.
Um die Funktionalita¨t der stark hydrophoben Membranproteine zu gewa¨hrleisten,
ist ihre Translation mit der Insertion in die mitochondriale Innenmembran gekoppelt.
Hierbei handelt es sich um einen hochkomplexen Prozeß, der von mehreren Kompo-
nenten katalysiert wird. Neben dem mitochondrialen Ribosom spielt die membran-
integrierte Translokase Oxa1 eine zentrale Rolle. Daru¨berhinaus sind mit Mba1,
Mdm38 und verschiedenen Translationaktivatoren zahlreiche weitere Proteine an
der Koordination von Proteinsynthese und Membraninsertion beteiligt.
Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die mitochondriale GTPase Guf1 charakterisiert.
Vergleichende Sequenzanalysen zeigten, daß Guf1 ein hochkonserviertes Protein ist
und zur Klasse der Elongationsfaktoren geho¨rt. Innerhalb dieser Klasse bilden die
Guf1-Proteine neben den EF-Tu- und den EF-G-Proteinen eine eigene Familie aus.
Durch verschiedene Experimente in vivo und in organello konnte der Einfluß von
Guf1 auf die mitochondriale Translation nachgewiesen werden. Seine Funktion ist
vor allem unter Stressbedingungen (hohe und niedrige Temperaturen, Kohlenstoff-
limitierten Bedingungen) von entscheidender Bedeutung. Eine Deletion des Gens
fu¨r Guf1 fu¨hrt bei niedrigen Temperaturen zu einer Reduktion der mitochondrialen
Proteinsynthese. Hohe Temperaturen dagegen fu¨hren zur Synthese fehlerhafter Po-
lypeptidketten. Dies wirkt sich auf die Funktionalita¨t mitochondrialer Atmungsket-
tenkomplexe aus und fu¨hrt, insbesondere unter restriktiven Bedingungen, zu einem
respiratorischen Pha¨notyp.
Weiterhin konnte gezeigt werden, daß Guf1 GTP-abha¨ngig an mitochondriale Ri-
bosomen bindet. Der Mechanismus der Bindung entspricht dem, der auch fu¨r die
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Elongationsfaktoren Tu und G beschrieben ist [17]. Wa¨hrend Guf1 in der ’aktiven’
GTP-Form an Ribosomen binden kann, liegt Guf1 in der ’inaktiven’ GDP-Form vor-
wiegend in ungebundener Form vor. Fu¨r die Dissoziation des Faktors vom Ribosom
ist die Hydrolyse von GTP notwendig.
Die funktionelle Kopplung der mitochondrialen Translation mit der Insertion der
Proteine wurde durch eine Doppeldeletion von Guf1 und dem C-Terminus von Oxa1
besta¨tigt. Diese fu¨hrte unter suboptimalen Bedingungen zu einem synthetischen
Wachstumsdefekt.
Diese Ergebnisse zeigen, daß Guf1 die mitochondriale Translation hinsichtlich Ef-
fizienz und Korrektheit optimiert und insbesondere unter Stressbedingungen die
bestmo¨gliche Synthese mitochondrial kodierter Proteine gewa¨hrleistet.
Um die Interaktion von Oxa1 mit mitochondrialen Ribosomen auf struktureller Ebe-
ne zu charakterisieren, wurde im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit ein funktio-
neller Komplex dieser beiden Komponenten fu¨r kryo-elektronenmikroskopische Ana-
lysen rekonstituiert.
Fu¨r die Durchfu¨hrung der Analysen wurde Oxa1-His6 aus N. crassa gereinigt. Dieses
wurde in vitro an gereinigte und funktionell assemblierte Ribosomen aus S. cerevisiae
und N. crassa gebunden. Die Bindung wurde in etablierten Assays analysiert. Die
erhaltenen Resultate sprechen fu¨r eine erfolgreiche und funktionelle Rekonstitution
des Oxa1-Ribosomen-Komplexes.
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